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Matriptase ist neben Matriptase-2, Matriptase-3 und Polyserase[1] ein Mitglied der 
Matriptase-Subfamilie innerhalb der TTSPs. Neben einem kurzen cytoplasmatischen 
N-Terminus und einem Transmembransegment besitzt sie eine Stem-Region, die aus einer 
SEA-Domäne, zwei CUB-Domänen und vier LDLRA-Domänen besteht. Am C-Terminus 
befindet sich die trypsinartige Serinproteasedomäne (Abbildung 1).  
 
Abbildung 1: Domänenstruktur der Proteasen der Matriptase-Subfamilie. TM: Transmembrandomäne; CUB: 
Cls/Clr, urchin embryonic growth factor and bone morphogenetic protein-1; LDLRA: LDL receptor class A 
domain; SEA: sea urchin sperm protein enteropeptidase, agrin domain
[2]
. 
Matriptase war das erste beschriebene Mitglied dieser Subfamilie[3] und ist auch als 
membrane-type-serine-protease 1 (MT-SP1)[4], tumor-associated differentially expressed 
gene 15 (TADG 15)[5], suppressor of tumorigenicity 14 (ST-14) und, im Falle des analogen 
Maus-Proteins, als Epithin  bekannt.  
Die Protease wird in einer Vielzahl epithelialer Gewebe[6], ebenso wie in Zellen des 
Immunsystems, welches u.a. Mastzellen, Monozyten und Makrophagen umfasst, exprimiert. 
2 
 
1.1.1 Struktur und Aktivierung 
Nach ihrer Synthese als inaktives Zymogen erfolgt die Aktivierung (Abbildung 2) in einem 
mehrstufigen Prozess[7-9], welcher zwei aufeinanderfolgende proteolytische Spaltungen 
erfordert. Die erste Spaltung erfolgt im endoplasmatischen Retikulum oder im Golgi-Apparat 
hinter Gly149 innerhalb der SEA-Domäne. Anschließend kommt es zur Anlagerung des 
endogenen Inhibitors HAI-1 (hepatocyte growth factor activator inhibitor 1)[10] und zum 
Transport des Komplexes zur Zelloberfläche, wo der zweite Aktivierungsschritt stattfindet. 
Hierbei kommt es zu einer autoproteolytischen Spaltung innerhalb der Protease-Domäne 
zwischen den Resten Arg614 und Val615 (Arg15 und Val16 entsprechend der 
Chymotrypsinogennummerierung) innerhalb des Motivs RQAR↓VVGG[7, 11]. 
 
Abbildung 2: Reifungsprozess der Matriptase.  Nach der Synthese (a) am endoplasmatischen Retikulum kommt 
es zur proteolytischen Spaltung hinter Gly149 innerhalb der SEA-Domäne der Matriptase (b) und zur 
Zusammenlagerung mit HAI-1 (c). Der gebildete Komplex wird zur Zelloberfläche transportiert (d), wo es, nach 
Freisetzung der Matriptase aus dem Komplex (e) zur finalen Aktivierung des Enzyms durch autoproteolytische 
Spaltung hinter Arg614 (Arg15) kommt (f). Aktivierte Matriptase kann wiederum durch HAI-1 gehemmt (g) und 
als inaktiver Komplex von der Zelloberfläche gesheddet werden (h) (Grafik modifiziert nach
[7]
). 
Die Struktur des katalytischen Zentrums ist ähnlich wie bei anderen trypsinartigen 
Serinproteasen aufgebaut. Aufgrund hoher Homologie kann die Primärstruktur der 
Matriptase mit der Sequenz des Chymotrypsins überlagert werden. Zur besseren 




In der Literatur sind zahlreiche Kristallstrukturen der Matriptase beschrieben, unter anderem 
in Komplex mit Benzamidin[12], BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor), synthetischen 
Inhibitoren des 3-Amidinophenylalanin-Typs[13] und SFTI (sunflower trypsin inhibitor)[14] und 
anderen niedermolekularen Hemmstoffen[15]. 
Während viele trypsinartige Serinproteasen, wie die Gerinnungsproteasen Thrombin und 
Faktor Xa aber auch KLK7, in Position 190 einen Alanin-Rest besitzen, ist dieser bei 
Matriptase durch Ser190 ersetzt, wodurch die S1-Tasche etwas hydrophiler und enger 
wird[16]. Durch den Rest Asp189 am Boden der S1-Tache bindet Matriptase bevorzugt 
basische Reste wie Arg oder Lys[17-18], aber auch Arginin-Mimetika[14], die in synthetischen 
Hemmstoffen der Matriptase Verwendung finden. Die Reste 189-195 und 214-220, welche 
die Wandung der S1-Tasche bilden, entsprechen im Wesentlichen anderen Serinproteasen.  
Die S2-Tasche der Matriptase ist besonders für die Aufnahme kleiner bis mittelgroßer Reste 
wie Alanin oder Serin geeignet[17]. Da der Rest Phe99, welcher in seiner normalen Lage den 
Zugang voluminöser Reste zur S2-Tasche erschwert, eine gewisse Flexibilität in seiner 
Seitenkette besitzt, ist auch die Bindung größerer Reste wie Phe[17] möglich. 
Die S3/4-Tasche der Matriptase ist in Abbildung 3 dargestellt und wird von den drei 
aromatischen Resten Phe99, Phe97, Trp215, sowie Gln175, auf der linken Seite ausgebildet. 
In diese Tasche binden bevorzugt aromatische Reste, aber auch kationische Gruppen.   
 
Abbildung 3: Modellierter Komplex des Inhibitors H-D-hTyr-Ala-4-amidinobenzylamid (50) (Kohlenstoffatome 
grau, Stickstoff blau, Sauerstoff rot) im aktiven Zentrum der Matriptase (Kohlenstoffe der Matriptasereste in 
grün dargestellt). Die S3/S4-Tasche wird oben von Phe97, am Boden von Trp215, links von Gln175 und rechts 
von Phe99 begrenzt. Die Seitenkette des D-hTyr-Restes in P3-Position des Inhibitors 50 ist in diese Bindetasche 
gerichtet.  
Nach dem Rest 60 besitzt Matriptase einen charakteristischen Insertionsloop (60er-Loop), 
der aus 9 Aminosäuren mit der Sequenz DDRGFRYSD besteht und oberhalb des aktiven 
Zentrums platziert ist. Die mit der Matriptase verwandte Serinprotease Thrombin besitzt 
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ebenfalls einen 60er-Loop (Abbildung 4), der jedoch voluminöser ist (Sequenz YYPWDKNFT) 
und in das aktive Zentrum ragt. 
 
 
Abbildung 4: Vergleich der 60er-Loops von Matriptase und Thrombin. (A) Struktur der Matriptase (PDB: 2GV6), 
die Oberfläche des Enzyms ist hellblau dargestellt, der 60er-Loop dunkelblau. (B) Struktur des Thrombins, (PDB: 
3EQ0), die Oberfläche des Enzyms ist pink dargestellt, der 60er-Loop rot. Zur besseren Erkennbarkeit ist jeweils 
Bzls-D-Arg-Pro-AMCB (1) (Kohlenstoffe grün, Stickstoff blau, Sauerstoff rot, Schwefel braun) im aktiven Zentrum 
der Enzyme gezeigt. Die Grafik wurde mittels OpenSourcePyMOL 1.7.2.1 erzeugt.   
1.1.2 Substrate und ihre Bedeutung für die Cancerogenese 
Matriptase ist u.a. in der Lage, die Proformen des HGF[19] und des uPA (urokinase-type 
plasminogen activator)[17] sowie den G-Protein-gekoppelten proteaseaktivierten Rezeptor 2 
(PAR-2)[17, 20] zu aktivieren.  
In einem kaskadenartigen Prozess (Abbildung 5) spaltet Matriptase pro-uPA, welches über 
einen  spezifischen uPA-Rezeptor auf der Zelloberfläche gebunden ist, dadurch kommt es zur 
Aktivierung des Plasminogen-Systems außerhalb der Zirkulation. Plasmin ist in der Lage, eine 
Reihe von MMPs zu aktivieren, was zum Abbau der extrazellulären Matrix führt und die 
Migration von Tumorzellen ermöglicht. Die Aktivierung von MMP3 (Stromelysin) erfolgt im 
Gegensatz hierzu direkt durch Matriptase[21]. Der Verlust der Adhäsionsfähigkeit durch 
Aktivierung des pro-HGF erhöht die Motilität der Zellen und begünstigt somit eine 
Metastasierung. Die Komponenten des Plasminogen-Aktivierungssystems sind in zahlreichen 
Tumoren hochreguliert[22-23] und fördern somit die Metastasierung bei Krebserkrankungen 
durch Spaltung extrazellulärer Substrate. 
Der pro-hepatocyte growth factor / scattering factor (HGF/SF), welcher durch Matriptase 
aktiviert wird[19], bindet an die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Met und aktiviert diese. Aktiviertes 
c-Met wiederum initiiert mehrere Signalwege, welche zur Förderung von Tumorwachstum 
und Metastasierung führen[24-26]. Eine Hemmung der Bindung von HGF an den Rezeptor führt 




Abbildung 5: Funktion der Matriptase bei Krebs. Matriptase spaltet pro-HGF, anschließend aktiviert das 
gebildete HGF C-Met. Das führt zur Aktivierung von Signalkaskaden, die das Wachstum,die Proliferation und 
das Streuen von Tumoren fördern. Matriptase aktiviert auch pro-uPA, wobei uPa in der Lage ist, Plasmin zu 
aktivieren. Plasmin kann seinerseits direkt oder durch Aktivierung von Matrixmetalloproteasen Bestandteile 
der extrazellulären Matrix abbauen. Grafik erstellt nach
[24]
. 
Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor PAR-2 ist ein weiteres Substrat der Matriptase, das an 
der Zelloberfläche lokalisiert ist[20]. Der Rezeptor, welcher prinzipiell neben Matriptase auch 
von Trypsin, Tryptase oder FXa[30] aktiviert werden kann, beeinflusst Zellproliferation, 
Zellbeweglichkeit und Entzündungsreaktionen und ist daher auch an der Metastasierung 
beteiligt[31]. 
Eine weiteres Matriptasesubstrat ist die Serinprotease Prostasin (CAP1/PRSS8), die ebenfalls 
an der Zelloberfläche lokalisiert ist[32]. Diese Aktivierung erfolgt auch in vivo, obwohl die 
Aktivierungssequenz des Prostasin (Ile-Gln-Pro-Arg↓Ile) keine Ideale Substratsequenz der 
Matriptase ist, da diese Substrate mit einer zweiten  basischen Aminosäure in P3 oder P4 
Position bevorzugt[33]. 
Durch Untersuchungen am Mausmodell[34] existieren Befunde, dass auch die im Rahmen 
dieser Arbeit verwendete Serinprotease Kallikrein 7, die für Zell-Zell-Adhäsion wichtig ist, ein 
mögliches Substrat der Matriptase ist.  
Die gezeigten Beispiele zeigen, dass Matriptase eine Reihe von Substraten aktivieren kann, 
die für Adhäsion, Migration und Proliferation von Zellen bedeutsam sind. Eine Störung dieser 
Funktionen kann zur Entstehung von Krebserkrankungen führen. 
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1.1.3 Krebserkrankungen epithelialer Gewebe 
Matriptase wird in einer Vielzahl von Tumoren epithelialer Gewebe verstärkt exprimiert und 
wurde zuerst in Brust-Karzinomen gefunden[7, 35]. Mittlerweile wurden jedoch in einer 
Vielzahl gutartiger und bösartiger Tumore epithelialer Gewebe, wie Prostatakarzinomen[36], 
Eierstockkrebs[37], Gebärmutterhalskrebs[38], oralem Plattenepithelkarzinom[39] und Tumoren 
der Niere, erhöhte Matriptaseaktivitäten gefunden. 
In vielen Karzinomen ist das Wachstum des Tumors mit einem deutlichen Anstieg der mRNA 
der Matriptase und einer erhöhten Expression verknüpft. Beispielweise ist der Level der 
Matriptase in Krebszellen der Eierstöcke um den Faktor 5 erhöht. Diese erhöhte Expression 
korreliert mit der Aggressivität der Tumore, wobei die Expression der Matriptase in Tumoren 
eines fortgeschrittenen Stadiums geringer war[37, 40]. In einigen Tumoren des 
Gastrointestinaltraktes ist jedoch im Gegensatz dazu die Expression der Matriptase und ihres 
Inhibitors HAI-1 im Vergleich zu gesundem Gewebe verringert[41].  
Die Expression der Matriptase ist in frühen Tumoren (Phase I/II) in der Regel höher als in 
Tumoren der Phasen III/IV. In späteren Stadien der Tumore ist das Verhältnis 
Matriptase/HAI-1 erhöht, was darauf hindeutet, dass eine verringerte Hemmung der 
Matriptase für die späteren Erkrankungsstadien von Bedeutung ist[42]. Dies legt die 
Vermutung nahe, dass ein gestörtes Verhältnis zwischen Expression der Matriptase und dem 
endogenen Inhibitor HAI-1, das zu erhöhter enzymatischer Aktivität führt, zum Fortschreiten 
der Tumorerkrankungen beiträgt. Zwischen der Expression von Matriptase, HAI-1, pro-HGF 
und der cytoplasmatischen Form des HGF-Rezeptors/c-Met wurde eine Korrelation 
festgestellt, was auf die Bedeutung der Co-Expression der Matriptase mit 
Wachstumsfaktoren hindeutet[43].  
Eine weitere Studie zeigte, dass die Aktivität der Matriptase auch durch ihr 
Glykosylierungsmuster reguliert wird. Matriptase ist ein Substrat der 
N-Acetylglykosyltransferase V (GnT-V), eines Enzyms, welches die Verzweigung von 
N-Glykanen an der Zelloberfläche katalysiert. Eine erhöhte Expression von GnT-V in 
Magenkrebsgeschwüren führt zu veränderten Glykosylierungsmustern, wodurch erhöhte 
Matriptaseaktivitäten resultieren, da durch die Glykosylierung ein besserer Schutz des 





In Studien von Milner et al.[45] wurde gezeigt, dass mehrere Serinproteasen und MMPs eine 
wichtige Rolle beim Knorpelabbau (Abbildung 6) spielen. Die Proteasen sind für den Abbau 
des Typ-2-Kollagens, des Hauptbestandteils des Knorpels, verantwortlich und daher 
potentielle Zielstrukturen zur Entwicklung neuer Wirkstoffe zur Therapie der Arthrose. 
 
Abbildung 6: Abbau des Knorpels durch MMPs. Nach Aktivierung des Plasmins durch uPA, welches wiederum 
durch Matriptase aktivierbar ist
[17]
, kommt es zur Aktivierung mehrerer MMPs, die in der Lage sind, den 
Knorpel abzubauen. Grafik erstellt nach 
[45]
. 
Matriptase ist im Falle der Arthrose überexprimiert und tritt als Initiator von Prozessen auf, 
die zu einer verstärkten Kollagenolyse führen. Die Aktivierung von PAR-2 durch Matriptase[20, 
46] führt zu einer verstärkten Bildung der Matrixmetalloproteasen MMP-1, MMP-3 und MMP-
13, welche Kollagen abbauen (Abbildung 6). Durch eine Hemmung des PAR-2 kann die durch 
Matriptase initiierte Kollagenolyse verhindert werden[47-49], was darauf hindeutet, dass die 
Aktivierung der MMPs nicht direkt durch Matriptase erfolgt. 
Da Matriptase über die Aktivierung von PAR-2 einen Initiator der Kollagenolyse und damit 
des Knorpelabbaus darstellt, könnte sie als neue Zielstruktur zur Therapie der Arthrose 
dienen. 
1.1.5 Natürliche Hemmstoffe und Derivate  
Hemmstoffe des Kunitz-Typs besitzen Inhibitordomänen, die aus 50 bis 60 Aminosäuren 
bestehen. Diese Domäne bindet an das aktive Zentrum von Serinproteasen, dabei kommt es 
zur Ausbildung stabiler, aber nicht-kovalenter Enzym-Inhibitor-Komplexe [50]. Zu dieser 
Hemmstofffamilie gehört auch der endogene Inhibitor HAI-1, der mehrere 
membrangebundene Serinproteasen wie Matriptase, Prostasin, HAT, TMPRSS13 und Hepsin 
hemmt. Der Inhibitor ist ein Transmembranprotein des Typs I mit einem in das Cytoplasma 
ragenden C-Terminus und zwei extrazellulären Kunitz-Domänen, die durch eine 
LDL-Rezeptor-Domäne getrennt sind. Der mit HAI-1 verwandte Inhibitor HAI-2 ist ebenfalls in 
der Lage, Matriptase zu hemmen[51]. 
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Ecotin, ein aus E.Coli isolierter Inhibitor[52], hemmt Matriptase mit einem Ki–Wert von 0,78 
nM. Die mutierte Form (M84R, M85R) ist mit einer Hemmkonstante von 9,8 pM noch 
deutlich wirksamer. Ecotin ist ein Homodimer, das aus je 2 Untereinheiten von 16 kDa 
besteht und in der Lage ist, ein große Anzahl von Serinproteasen , wie beispielsweise 
Trypsin, Chymotrypsin oder Elastase zu hemmen[52]. Durch Kristallisation von Ecotin im 
Komplex mit Trypsin konnte gezeigt werden, dass es zur Ausbildung eines heterotetrameren 
Komplexes zwischen zwei Inhibitormolekülen und zwei Proteasen kommt, wobei jedes 
Proteasemolekül Kontakt zu beiden Ecotin-Molekülen hat[53]. 
SFTI-1 (sunflower trypsin inhibitor-1) (2) ist ein weiterer natürlicher Hemmstoff der 
Matriptase (Ki = 0,92 nM), der ursprünglich in Sonnenblumensamen entdeckt wurde
[54]. Das 
bizyklische, aus 14 Aminosäuren bestehende Peptid enthält eine Disulfidbrücke zwischen 
den Resten Cys3 und Cys11. Es wurde eine Reihe von Derivaten des SFTI-1 synthetisiert 
(Abbildung 7)[55-56], wobei versucht wurde, die Oxidationsstabilität des Moleküls durch 
Modifikation der Disulfidbrücke zu erhöhen. Diese Änderungen führten jedoch zu einer 
leichten (3) bzw. deutlichen (4) Reduktion der Matriptasehemmwirkung. 
 
 
Abbildung 7: Hemmung der Matriptase durch SFTI-1 (2) und die synthetischen Analoga 3 und 4
[55, 57]
. 
In der Literatur[14] (PDB: 3P8F) wurde eine Kristallstruktur des SFTI 2 im Komplex mit 
Matriptase veröffentlicht (Abbildung 8). Die Struktur zeigt, dass Lys5 des Inhibitors in die S1-
Tasche der Matriptase gerichtet ist und Wasserstoffbrücken zum Carbonyl-Sauerstoff und 
zur Hydroxyl-Gruppe von Ser190 ausbildet. Jedoch kommt es nicht zur vermuteten 
Salzbrücke zwischen der terminalen Aminogruppe des Lysins mit der Seitenketten-
Carboxylgruppe des Asp189. Die Guanidino-Gruppe der Arg2-Seitenkette zeigt in Richtung 
der S3/4-Tasche, wodurch es zur Ausbildung von Kation-π-Wechselwirkungen mit den 




Abbildung 8: Komplex des SFTI-1 (2) (Kohlenstoffe grün, Stickstoffe blau, Sauerstoffe rot, Schwefel gelb) im 
aktiven Zentrum der Matriptase (3PFf8, Oberfläche hellorange)
[14]
. Grafik erstellt mittels OpenSourcePyMOL 
(Version 1.7.2.1). 
Da Matriptase an der Zelloberfläche lokalisiert und somit für größere Moleküle erreichbar 
ist, wurden auch monoklonale Antikörper entwickelt. Antikörper sind in der Regel deutlich 
selektiver und weniger toxisch als andere Inhibitoren. Die hochwirksamen ScFv-Proteine 
(single chain variable region fragment) werden aus den variablen Regionen der leichten und 
schweren Kette von Antikörpern gebildet, die über einen Peptid-Linker verknüpft sind[58]. 
Einige scFv-Proteine mit einem Molekulargewicht von zirka 30 kDa blockieren den Zugang 
zum aktiven Zentrum der Matriptase und hemmen das Enzym mit Ki-Werten im Bereich von 
50 pM bis 130 nm. Aufgrund ihres hohen Molekulargewichts sind diese Verbindungen jedoch 
nicht oral applizierbar. 
1.1.6 Niedermolekulare synthetische Matriptaseinhibitoren 
Die zuvor beschriebenen Hemmstoffe besitzen relativ hohe Molekulargewichte, deshalb sind 
sie nicht oral applizierbar. Normalerweise kann eine orale Bioverfügbarkeit nur mit 
niedermolekularen Wirkstoffen erreicht werden. 
 





Benzamidinderivate (Abbildung 9) werden häufig als Mimetika  des Arginins benutzt und sind 
daher als P1-Rest  in vielen Inhibitoren trypsinartiger Serinproteasen zu finden[18]. 
Benzamidin und einfache Derivate hemmen Matriptase im mikromolaren Bereich, das Bis-
Benzamidin 7 ist etwas stärker wirksam  und inhibiert Matriptase mit einer Hemmkonstante 
von 0,92 µM[59]. Jedoch sind diese Verbindungen unselektiv und inhibieren zahlreiche 
trypsinartige Enzyme mit vergleichbarer Stärke. 
 
Abbildung 10: Bindungsmodus des Benzamidins (5) (Kohlenstoffe grün, Stickstoffe blau) in der S1-Tasche der 
Matriptase (mit transparenter Oberfläche in grau, PDB: 3PF8)
[14]
. Das Benzamidin wechselwirkt mit den Resten 
Asp189, Ser190 und Gly219 (Kohlenstoffe grün, Stickstoffe blau, Sauerstoffe rot). Grafik erstellt mittels 
OpenSourcePyMOL (Version 1.7.2.1). 
Während es durch die Benzamidinderivate zu einer reversiblen Hemmung kommt, sind 
Phosphonatderivate irreversible Inhibitoren vieler Serinproteasen und eignen sich daher 
besonders zur Markierung von Proteasen[60-61]. Biotinylierte Matriptaseinhibitoren mit einem 
basischen P1-Diphenyl-Peptidphosphonat wurden von Brown et al.[62] beschrieben. 
Modellingstudien[63] lassen vermuten, dass das Phosphoratom des mit einem Fluorophor 
markierten Inhibitors 8 kovalent an Ser195 im aktiven Zentrum der Matriptase bindet und 
eine doppelte Salzbrücke zwischen der Benzamidingruppe des Inhibitors und der Seitenkette 









Eine weitere Klasse von Inhibitoren sind substratanaloge Strukturen, die in der Regel ein 
Argininmimetikum als C-terminalen Rest besitzen (Abbildung 12).  
 
Abbildung 12: Substratanaloge Hemmstoffe der Matriptase
[64-65]
. 
In einer Serie substratanaloger Hemmstoffe mit einem Arginal-Rest am C-Terminus zeigte 
Verbindung 9 (CVS-3983)[64] eine starke Hemmwirkung gegenüber Matriptase (Abbildung 12), 
während die verwandten Serinproteasen FXa, Plasmin, tPA und uPA nur mit 
Hemmkonstanten > 1 µM inhibiert wurden. Da keine Kristallstruktur der Verbindung 9 in 
Matriptase verfügbar ist, kann keine eindeutige Aussage zum Bindungsmodus getroffen 
werden. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die Aldehydfunktion des Arginalrestes ein 
Halbacetal mit der Hydroxylfunktion des Ser195 ausbildet und die Guanidinofunktion der P1-
Seitenkette in üblicher Form mit Asp189 interagiert. Das Benzamidin am dialkylierten P3-
Rest bindet vermutlich in die S3/4-Tasche und trägt zur Spezifität und Affinität des Inhibitors 
bei. Aldehydderivate sind jedoch wegen ihrer reaktiven P1-Gruppe nur von geringem 
therapeutischem Interesse.  
12 
 
In der Literatur sind auch sehr viele Inhibtoren gegen Thrombin[66-67], FXa[68] und FVIIa[69] 
beschrieben, die als decarboxyliertes Argininmimetikum  einen 4-Amba-Rest in Position P1 
besitzen. Von der Firma Corvas[65] wurde eine Serie mit decarboxylierten P1-Resten in einem 
Patent beschrieben, die Verbindung 10 soll Matriptase mit einem Ki–Wert < 100 nM 
inhibieren, ein exakter Wert wurde nicht angegeben. Die Verbindungen 11 und 12 mit einem 
C-terminalen 4-Amba-Rest wurden ursprünglich als substratanaloge Inhibitoren des 
Gerinnungsfaktors Xa entwickelt[68],besitzen jedoch auch eine signifikante 




Abbildung 13: Substratanaloge Hemmstoffe der Matriptase mit D-hPhe-Analoga in P3
[68]
 
Eine weitere Gruppe synthetischer Matriptasehemmstoffen sind Derivate des 3-
Amidinophenylalanins[13]. Verbindung 13 (Abbildung 14), die ursprünglich als Inhibitor gegen 
uPA entwickelt wurde[70], hemmt Matriptase mit einem Ki-Wert von 0,37 µM und verwandte 
Serinproteasen, wie Plasmin und Thrombin, mit vergleichbarer Stärke. In präklinischen 
Studien[71] zeigte sich, dass Inhibitor 13 die Metastasierung und das Wachstum von 
Brustkrebs signifikant reduzieren kann. Durch Ersatz der stark basischen Amidinofunktion 
(pKa  11,5) durch eine Hydroxyamidinogruppe (pKa  5,2)
[67] wurde das oral wirksame 
Prodrug 14 erhalten. Durch die Firma Wilex AG wurde für Verbindung 14 (Mesupron) die 




Abbildung 14: 3-Amidinophenylalanin-basierte Hemmstoffe.  
Der Einbau einer C-terminalen Guanidinogruppe in diesen Inhibitortyp führte zu einer 
stärkeren Matriptasehemmung. Wahrscheinlich kommt es zur Ausbildung zusätzlicher 
polarer Kontakte mit der sogenannten cation cleft der Matriptase, die durch die 
Carbonylgruppen der Reste His57, Ile60 und Asp96 ausgebildet wird. Beispielweise hemmt 
Verbindung 15 Matriptase etwa um den Faktor 6 stärker als ihr Analogon 13 ohne basische 
Gruppe am C-Terminus [13]. Die Verlängerung der C-terminalen Alkylkette (15 vs. 16) bewirkte 
keine wesentliche Veränderung der Hemmwirkung, wohingegen die Zyklisierung am C-
Terminus von Verbindung 17 die Affinität gegenüber Matriptase um den Faktor 4 verstärkte. 
Verbindung 17 wurde im Komplex mit Matriptase kristallisiert (Abbildung 15 und 16) und die 
Struktur bestimmt, hierbei zeigte sich eine Bindung zwischen der Guanidinogruppe und dem 
Carbonyl-Sauerstoff von Ile60, dem ersten Rest des 60er-Loops (Abbildung 4) der 
Matriptase. Die anderen Interaktionen entsprechen den aus Komplexen von Thrombin, 
Trypsin oder uPA mit 3-Amidinophenylalanin-Derivaten bekannten Wechselwirkungen[13]. 
Der Inhibitor nimmt eine Y-förmige Konformation ein, wobei das Benzamidin-Segment eine 
doppelte Salzbrücke mit der Carboxylgruppe des Asp189 am Boden der S1-Tasche ausbildet. 
Zwischen dem Rückgrat des 3-Amidinophenylalanins und Gly216 kommt es zur Ausbildung 
von zwei antiparallel ausgerichteten Wasserstoffbrückenbindungen, ein weiterer polarer 
Kontakt besteht zwischen einem Sulfonylsauerstoff und dem Amid-Stickstoff von Gly219 





Abbildung 15: Komplex des Inhibitors 17 (Kohlenstoffe grün, Stickstoff blau, Sauerstoff rot, Schwefel braun) im 
aktiven Zentrum der Matriptase (mit hellgrüner Oberfläche, PDB: 2GV7,)
[13]
. Die Grafik wurde mittels 
OpenSourcePyMOL (Version 1.7.2.1) erstellt.  
 
Abbildung 16: Polare Wechselwirkungen des Inhibitors 17 (Kohlenstoffe grün, Stickstoff blau, Sauerstoff rot, 
Schwefel gelb) mit den Matriptaseresten Ile60, Asp189, Gly216 und Gly219 (Kohlenstoffe hellgrün, Stickstoff 
blau und Sauerstoff rot, PDB: 2GV7)
[13]
. Grafik erstellt mittels PyMOL. 
Durch eine Eliminierung der C-terminalen Peptidbindung wurden die Verbindungen 18 und 
19 (Abbildung 14) erhalten, die Matriptase mit nahezu identischen Ki-Werten von 46 bzw. 42 
nM hemmen. Die Lage des Inhibitors 18 im aktiven Zentrum der Matriptase (Abbildung 17) 
ist ähnlich, wie bereits zuvor für den Komplex mit Verbindung 17 beschrieben. In beiden 
Komplexen ist die terminale Guanidinogruppe auf die sogenannte cation cleft ausgerichtet, 
welche von den Carbonylsauerstoffen von His57, Ile60 und Asp96 gebildet wird. In beiden 
Komplexen gibt es fast keine Wechselwirkungen zwischen den Arylsulfonylgruppen der 




Abbildung 17: Komplex des Inhibitors 18 (Kohlenstoffe grün, Stickstoff blau, Sauerstoff rot, Schwefel gelb) in 
Matriptase (PDB: 2GV6, transparente Oberfläche pink)
[13]
. Die Reste welche die Kationen-Spalte ausbilden, sind 
mit hellblauen Kohlenstoffen dargestellt. Grafik erstellt mittels PyMOL. 
Weitere Analoga des 3-Amidinophenylalanin-Typs wurden durch Substitution des 
Phenylsulfonylrings erhalten. 
 
Abbildung 18: Weitere Hemmstoffe des 3-Amidinophenylalanin-Typs
[13]
. 
Der tribasische Inhibitor 21 (Abbildung 18), bei dem ein β-Alanin über eine Amidbindung in 
meta-Position an den Phenylsulfonylrest gekuppelt wurde, hemmt Matriptase mit einem Ki-
Wert von 3,8 nM und besitzt eine hohe Selektivität gegenüber Thrombin, FXa, uPA und 
Plasmin, die lediglich mit Ki-Werten > 1 µM gehemmt werden. Der modellierte Komplex der 
Verbindung 21 in Matriptase[72] zeigt eine Bindung der N-terminalen Aminogruppe in die 
S3/4-Tasche der Matriptase. Es wurde vermutet, dass dadurch zusätzliche 
Wasserstoffbrücken zwischen der Aminogruppe zu den Carbonylsauerstoffen des 
Peptidrückgrats  in der S3/4-Tasche möglich sind und eventuell auch Kation-π-Interaktionen 
zwischen der protonierten Aminofunktion und den aromatischen Resten Trp215, Phe99 und 
16 
 
Phe97 ausgebildet werden[72]. Durch diese Wechselwirkungen wurde die deutlich verstärkte 
Matriptasehemmung erklärt. 
Tribasische Hemmstoffe wie Verbindung 21 sind sehr polar und daher nicht oral applizierbar. 
Für die Amidinofunktion wurden Prodrugstrategien entwickelt, um die orale 
Bioverfügbarkeit der Hemmstoffe zu verbessern. Bekannte Beispiele sind die 
Thrombininhibitor-Prodrugs Ximelagatran[67] und Dabigatranetexilat[73]. Die für 
Aminofunktionen verfügbaren Prodrugs, wie beispielsweise Amidderivate, sind deutlich 
stabiler, ihre enzymatische Umwandlung ist nur unzureichend und in seltenen Fällen 
möglich[74-75]. Zur Erhöhung der oralen Bioverfügbarkeit wurde daher die N-terminale 
Aminofunktion des Inhibitors 21 durch ungeladene Reste ersetzt (Tabelle 1). 





Nr. R Ki (µM) 
22 H 0,110 
23 2-Cl 0,029 
24 4-Cl 0,026 
25 4-EtO 0,006 
26 4-MeO 0,007 
27 2,4-Cl2 0,002 
 
Die Verbindung 22 mit einem unsubstituierten Biphenyl-3-Sulfonylrest am N-Terminus 
inhibiert Matriptase relativ schwach. Ihr Ki-Wert ist ca. 30-fach größer als der von Inhibitor 
78, ein weiterer Nachteil ist die geringe Selektivität gegenüber Thrombin. Durch eine Chlor-
Substitution in ortho- oder para-Stellung am terminalen Phenylring erhöhte sich die Affinität 
gegenüber Matriptase um den Faktor 3 bis 4 (22 vs. 23 und 24). Eine Alkoxy-Substitution (25, 
26) bewirkte ebenfalls eine Verstärkung der Matriptasehemmung. Von Hammami[76] wurden 
weitere Analoga dieses Typs wie Verbindung 27 (Abbildung 19) hergestellt, deren 
modellierter Bindungsmodus im aktiven Zentrum der Matriptase in Abbildung 20 gezeigt ist. 
Neben einer sehr starken Hemmwirkung gegenüber Matriptase besitzt die Verbindung 27 









Abbildung 20: Modellierter Komplex des Inhibitors 27 (Kohlenstoffe hellblau, Chlor grün, Stickstoff blau, 
Sauerstoff rot, Schwefel gelb) im aktiven Zentrum der Matriptase, dargestellt mit grüner Oberfläche, 
(PDB: 2GV6). Die Grafik wurde durch Überlagerung der Matriptasestruktur 2GV6 und der Thrombinstruktur 
4E7R im Komplex mit Inhibitor 27 und nachfolgender Löschung der Thrombins und des urspünglichen 
enthaltenen Matriptaseinhibitors 18 mittels PyMOL erstellt. 
Colombo et al[11] veröffentlichten 2012 einen substratanalogen  Matriptaseinhibitor, der auf 
der Aktivierungssequenz (Arg-Gln-Ala-Arg) vor dem Rest 16 der Proteasedomäne basiert und 
ein P1-P1‘-Arginylketonsegment besitzt (Abbildung 21). 
 





Die Verbindung 28 zeigt eine starke Matriptasehemmung mit einem Ki-Wert von 11 pM bei 
exzellenter Selektivität gegenüber einer Reihe verwandter trypsinartiger Serinproteasen 
(Tabelle 2). 
Tabelle 2: Hemmwirkung des Inhibitors  28 gegenüber Serinproteasen
[11]
. 
Serinprotease Ki (nM) Selektivitätsfaktor  
Ki / Ki(Mat.)  
Matriptase 0,011  
Matriptase-2 3,3 300 
Hepsin 1,1 100 
TMPRSS11D 8,4 764 
Trypsin 0,97 88 
Thrombin 637 >30000 
Furin keine Hemmung bei 10 
µM 
 
   
Die Verbindung 28 wurde von Zoratti[77] auf ihre Eignung zur Tumortherapie bei Brustkrebs 
getestet. Hierbei zeigte sich, dass der Inhibitor 28 schon in einer Konzentration von 100 nM 
in der Lage ist, die Proliferation der Zelllinien BT20, HCC1937 und SUM229 effektiv zu 
hemmen. 
Neben den bereits beschriebenen Hemmstoffen des 3-Amidinophenylalanin-Typs wurden 
basierend auf früheren Arbeiten (siehe Abbildung 13) in der AG Steinmetzer auch eine Reihe 
weiterer subtratanaloger Hemmstoffe mit einem C-terminalen 4-Amidinobenzylamid-Rest 
(4-Amba) untersucht. Substanzen dieses Typs sind relativ starke Hemmstoffe vieler 
trypsinartiger Serinproteasen wie Thrombin, FXa, FVIIa, uPA und Plasmakallikrein[23, 66-67, 69]. 
Eine Reihe von Verbindungen dieses Typs[78-80] wurde auf ihre Eignung als 
Matriptasehemmstoffe untersucht und zusätzlich mit den verwandten Enzymen Thrombin 









Nr. P3 P2 
Ki (µM) 
Matriptase Thrombin FXa 
29 D-hPhe Pro 0,013 0,001 0,014 
30 D-hArg Pro 0,03 0,0004 0,003 
31 D-Arga Pro 0,033 0,004 0,0029 
32 D-Lys Pro 0,04 0,001 0,052 
33 D/L-hAla(2Pyr)b Pro 0,073 0,001 0,0022 
34 D-Lys(Cbz) Pro 0,2 0,0004 0,017 
35 D-Phe(4-Am)c Pro 0,3 0,003 0,15 
36 D-Chaa,d Pro 0,33 0,0001 0,035 
37 D-Phe Pro 0,34 0,0001 0,077 
38  D-Val Pro 0,77 0,0013 0,012 












Bis auf die racemische Verbindung 33 besitzen die Verbindungen 29 bis 39 alle einen P3-Rest 
in D-Konfiguration[78-80]. Obwohl einige der getesteten Substanzen mit Prolin in Position P2 
eine starke Hemmwirkung gegenüber Matriptase zeigten, sind diese Substanzen deutlich 
stärkere Thrombin- und in den meisten Fällen auch bessere FXa-Hemmstoffe.  
Der Einbau basischer Aminosäuren in P3-Position substratanaloger Inhibitoren führt 
ebenfalls zur einer relativ starken Matriptasehemmung, vermutlichtragen Kation--
Interaktionen zwischen der P3-Seitenkette und den Matriptaseresten Phe99 und Trp215 zur 
Inhibierung bei. Daher wurden in einer weiteren Serie D-Arg in Position P3 konstant gehalten 
und der P2-Rest variiert (Tabelle 4). Die hierbei untersuchten Verbindungen waren aus 
früheren Arbeiten zur Hemmung der Protease HAT[79, 81] in der AG Steinmetzer verfügbar. 
Hierbei zeigte sich, dass Inhibitor 40 mit einem Ala in P2-Position im Vergleich zu dem Prolin-
Analogon 31 eine etwa 1,5-fach stärkere Hemmwirkung gegenüber Matriptase besitzt. 
Zusätzlich wurde durch den Ersatz von Pro durch Ala die Hemmwirkung gegen Thrombin 
deutlich reduziert, jedoch die Affinität für FXa leicht verstärkt. Verbindung 41, mit Arg in P2-
Position, zeigt eine ähnlich starke Matriptasehemmung wie Verbindung 40, alle anderen in 









Nr. P3 P2 
Ki (µM) 
Matriptase Thrombin FXa 
40 D-Arg Ala 0,02 0,075 0,0014 
41 D-Arg Arg 0,023 0,18 0,015 
42 D-Arg Abua 0,065 0,029 0,0021 
43 D-Arg Nvab 0,12 0,068 0,037 
44 D-Arg Ser 0,2 0,5 0,02 
45 D-Arg Leu 0,46 0,037 0,011 
46 D-Arg Val 0,57 0,66 0,021 






Die Affinität substratanaloger Inhibitoren gegenüber FXa kann durch Anwesenheit eines P4-
Benzylsulfonylrestes verstärkt werden. So war aus früheren Arbeiten bekannt, dass durch 
Entfernen des P4-Restes in Bzls-D-Ser(tBu)-Gly-4-Amba  die Affinität gegenüber FXa um den 
Faktor 1000 sinkt, die Thrombinhemmung jedoch nur 6-fach schwächer wurde[82].  
Um die FXa-Hemmwirkung zu reduzieren, wurden substratanaloge Hemmstoffe ohne P4-
Rest hergestellt, obwohl zu vermuten war, dass diese Modifizierung auch zu einer 
Abschwächung der Matriptaseaffinität führt. Aufgrund der starken Matriptasehemmung 
durch Inhibitor 29 (MI-320) wurden in dieser Serie vor allem unterschiedlich substituierte 
D-Homophenylalanin-Derivate (Tabelle 5) als P3-Reste eingebaut.  
Der Vergleich des Benzylsulfonyl-Derivats 29 (Tabelle 3) mit dem ungeschützten Inhibitor 48 
zeigt, dass die Eliminierung des P4-Restes die Hemmwirkung gegen Matriptase lediglich um 
den Faktor 4 senkt, wohingegen die FXa-Affinität ca. 200-fach schwächer wird. Der Verzicht 
auf den P4-Benzylsulfonylrest in Kombination mit dem Einbau von Alanin in P2-Position 
führte zu den Hemmstoffen  49 und 50 (Tabelle 5), welche die ersten substratanalogen 









Nr. P3 P2 
Ki (µM) 
Matriptase Thrombin FXa 
51  H-hPhe Pro 19,65 7,61 66,36 
52 H-Phe Pro 46,4 17,64 212,31 
53 H-D-Phea Pro 3,89 0,004 37,53 
48 H-D-hPhe Pro 0,06 0,072 2,58 
54 H-D-Arg Pro 0,25 0,69 0,74 
49 H-D-hPhe Ala 0,044 0,73 1,79 
50 H-D-hTyr Ala 0,026 0,30 0,57 
a




Die Hemmung der Matriptase bewirkt auch eine Inhibierung der proteolytischen Kaskade, 
die zur Aktivierung des KLK7 führt[84]. Die Protease KLK7, die als weitere Zielstruktur im 
Rahmen dieser Arbeit diente und ebenso wie die bereits beschriebene Matriptase eine Rolle 





1.2 Kallikrein 7 
Im Gegensatz zu Matriptase ist Kallikrein 7 eine Serinprotease mit chymotrypsinartiger 
Spezifität, die ursprünglich aus dem Stratum Corneum isoliert wurde und an der 
Abschuppung der obersten Hautschicht beteiligt ist[85].  Die Protease wurde daher zunächst 
als stratum corneum chymotryptic enzyme (SCCE) bezeichnet. Die Lokalisierung des Gens in 
einem Cluster von insgesamt 15 Kallikrein-Genen auf dem Chromosom 19 und die hohe 
Sequenzhomologie zu anderen Kallikreinen führte jedoch zu einer Umbenennung der 
Protease in Kallikrein 7, nachfolgend KLK7 genannt. 
KLK7 ist nicht nur in der Haut zu finden, sondern wird auch in Speiseröhre, Herz, Leber, 
Niere, Bauchspeicheldrüse, Brustdrüse und Speicheldrüse in relativ hoher Menge 
exprimiert[86-87]. 
Zahlreiche Erkenntnisse zur Funktion des KLK7 kommen aus Untersuchungen zur 
Homöostase der Haut, wo KLK7 Teil einer Aktivierungskaskade ist, die für die 
Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut notwendig ist[88-89]. 
1.2.1 Substratspezifität 
Die ersten Erkenntnisse zur proteolytischen Aktivität von KLK7 stammen aus 
Untersuchungen von Egelrud et al.[85], in denen erkannt wurde, dass das Enzym das Substrat 
MeO-Suc-Arg-Pro-Tyr-pNA zügig, das Substrat H-D-Ile-Pro-Arg-pNA jedoch nur langsam 
umsetzt. Die bevorzugte Spaltung C-terminal aromatischer Reste wies auf eine 
chymotrypsinartige Substratspezifität hin. Dies wurde kurze Zeit später mit natürlichen 
Substraten bestätigt[90], als gezeigt wurde, dass KLK7 die β-Kette von Rinderinsulin hinter 
aromatischen Resten spaltet.  
Debela et al. [91]bestätigten die chymotrypsinartige Spezifität des KLK7. In Position P1 wird 
Tyrosin deutlich bevorzugt, wobei überraschenderweise Substrate mit dem strukturell sehr 
ähnlichen Phenylalanin sogar schlechter als Verbindungen mit Alanin, Methionin oder 
Norleucin (Nle) gespalten werden. Das voluminöse Tryptophan wird in P1-Position fast nicht 
akzeptiert. Wahrscheinlich gibt es sterische Probleme aufgrund des relativ großen Indolrings, 
wie durch die Überlagerung einer Chymotrypsinstruktur mit einem P1-Trp-Substrat[92] und 
einer KLK7-Struktur gezeigt wurde[91]. In Position P2 ist ebenfalls Tyrosin bevorzugt, mit 
deutlichem Abstand gefolgt von Leu, Nle, Thr, Met und Phe. Die Taschen S3 und S4 






Das reife KLK7-Molekül besitzt eine ellipsoide Form mit den ungefähren Maßen von 48 Å × 
40 Å × 35 Å[93] und ist in Abbildung 22 im Komplex mit dem irreversiblen Inhibitor 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK (55) gezeigt. 
 
Abbildung 22: Komplex des Inhibitors 55 (Kohlenstoffe grün, Stickstoff blau, Sauerstoff rot) im aktiven Zentrum 
des KLK7 (dargestellt mit hellgrüner, transparenter Oberfläche, PDB: 2QXI). Das Rückgrat des Inhibitors ist als 
Cartoon gezeigt, die β–Faltblätter des Enzyms sind hierbei als Pfeile dargestellt. Von KLK7 sind die Reste His57, 
Asp102 und Ser195 der katalytischen Triade sowie das Asn189 am Boden der S1-Tasche gezeigt (Kohlenstoffe 
grau, Stickstoff blau, Sauerstoff rot). Die P1ʹ-Methylen-Gruppe von 55 ist kovalent an das N von His57 
gebunden, darüber hinaus existiert eine Hemiketalbindung zwischen dem P1-Carbonyl-C und dem Odes 
Ser195. 
Wie andere Proteasen der S1-Familie besteht KLK7 aus zwei 6-strängigen β-Barrels 
(Abbildung 22), die durch drei Segmente verbunden sind. Die katalytische Triade befindet 
sich an der Verbindungsstelle beider Barrels, ebenso wie er S1-S4-Substratbindungsbereich.  
Die Sequenz des KLK7 ähnelt der von KLK5[94]. Im Vergleich zu KLK4 und KLK6 gibt es 
Unterschiede im Bereich der 148er-Schleife[91] (Abbildung 23), die bei KLK7 um zwei Reste 
verlängert ist.  Eine weitere Besonderheit des KLK7 liegt im Bereich des Loops zwischen den 
Resten 70 bis 80, der bei KLK7 um zwei bis drei Reste kürzer als bei den meisten anderen 




Abbildung 23: Vergleich der Sequenzen der Kallikreine 4 bis 7. Grafik modifiziert nach
[93]
. 
Aktuell sind sechs Kristallstrukturen für KLK7 in der PDB hinterlegt, eine Struktur des 
Apoenzyms, vier Strukturen im Komplex mit irreversibel bindenden Chlormethylketon-
Derivaten sowie eine Struktur mit dem reversibel bindenden Inhibitor 56 (Abbildung 24). In 
Tabelle 6 sind die PDB-Codes und die Strukturen der verwendeten Inhibitoren 
zusammengefasst.  
Tabelle 6: Verfügbare KLK7-Strukturen 
PDB-Code Auflösung Inhibitor Literaturstelle 
2QXG 2,6 Å AAF-CMK [94] 
2QXH 2,0 Å Suc-AAPF-CMK (55) [94] 
2QXI 1,0 Å Suc-AAPF-CMK [94] 
2QXJ 2,1 Å Suc-AAPF-CMK und Cu2+ [94] 
3BSQ 2,8 Å ohne [93] 






Abbildung 24: Komplex des Inhibitors 56 (Kohlenstoffe grün, Stickstoff blau, Sauerstoff rot) im aktiven Zentrum 
von KLK7 (dargestellt mit pinkfarbener Oberfläche, PDB: 5FAH)
[95]
. 
Die Sequenz der schweren Kette des reifen KLK7 beginnt mit Ile16, dessen N-terminale 
Aminogruppe an die Seitenkette des Asp194 bindet[94]. Die Bildung dieser Salzbrücke führt 
zur korrekten Ausbildung des aktiven Zentrums mit dem Oxyanion-Loch und der frei 
zugänglichen S1-Tasche[96]. Die Sequenz des aktiven Enzyms besitzt das für Kallikreine 
typische cis-Pro219[97] und sechs intramolekulare Disulfidbrücken. Wie bereits oben 
beschrieben, ist der KLK-Loop zwischen den Resten 70 bis 80 um zwei Reste kürzer und 
damit auch kompakter als bei den meisten anderen Kallikreinen. An der Oberfläche des 
aktiven Enzyms befinden sich zwei große positiv geladene Bereiche, die an die funktionell 
wichtigen Anionbindungsstellen an der Oberfläche des Thrombins erinnern[98]. Der erste 
dieser Bereiche in der Nähe des 70 bis 80-Loops wird von den Resten Arg78, Arg79, Arg82 
und Arg113 gebildet. Die zweite Stelle befindet sich nahe der C-terminalen Helix und wird 
von Arg246, His245, Lys244, Lys243, Lys236 und den Resten Lys33 und His91 umgeben. 
Beide positive Regionen sind durch eine Reihe weiterer basischer Reste (Lys84, Lys87, 
Lys107, Lys59 und Arg90) beinahe verschmolzen, nur Glu62 besitzt eine negative Ladung. Es 
ist denkbar, dass die Aufgabe dieser positiv geladenen Bereiche in der Bindung saurer 
Substratsequenzen liegt. 
Die katalytische Triade besteht wie üblich aus den Resten Ser195, His57 und Asp102, das 
Oxyanion-Loch wird von den Amid-Stickstoffen von Gly193 und Ser195 gebildet.  
Die S1-Tasche, die von den konservierten Segmenten Ala190-Ser195, Val213-Cys220 und 
Pro225-Tyr228 umgeben wird, ist in ihrer Form etwas größer als die von KLK1 und KLK4[99]. 
Dennoch ähnelt sie grundsätzlich in ihrer Form der S1-Bindungstasche der beiden genannten 
trypsinartigen Kallikreine mit dem nach außen gestülpten 217-220-Loop, wobei das Carbonyl 
von Thr217 in Richtung der S1-Region und das Carbonyl von Phe218 von dieser weg zeigt, 
bedingt durch das cis-Prolin in Position 219[94]. Eine Besonderheit des KLK7 im Vergleich zu 
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den trypsinartigen Kallikreinen ist der Ersatz des Asp189 am Boden der S1-Tasche durch 
Asn189. Anschließend kommt bei KLK7 der Rest Ala190, wodurch der mittlere Bereich der 
S1-Tasche im Vergleich zu vielen anderen Kallikreinen mit einem Ser190 etwas hydrophober 
ist. Der Eingang der S1-Tasche wird bei KLK7 durch die Seitenketten von Phe218 und Asn192 
begrenzt. Die S1-Tasche des KLK7 ist recht weit, aber nicht so tief wie bei Chymotrypsin 
ausgeprägt, welches ein Ser189 am Boden besitzt. Daher ist KLK7 für die Aufnahme von 
Resten mit mittelgroßen und größeren Seitenketten wie Tyr geeignet, akzeptiert jedoch auch 
Ala und Leu[91]. 
 
Abbildung 25: Modellierter Bindungsmodus des Peptids H-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-OH (Kohlenstoffe gelb, 
Stickstoffe blau, Sauerstoffe rot) im aktiven Zentrum des KLK7. Die S1-Tasche ist in grün markiert, 
Wassermoleküle sind als rote bzw. orangene Kugeln dargestellt. Grafik entnommen aus
[94]
.  
Abbildung 25[94] zeigt den modellierten Bindungsmodus des Substrates H-Glu-Ala-Leu-Tyr-
Leu-Val im aktiven Zentrum des KLK7. Die phenolische Seitenkette des P1-Tyr ist in die S1-
Tasche (grün) gerichtet und die Hydroxylgruppe wechselwirkt möglicherweise über ein 
verbrückendes Wassermolekül mit der Amidseitenkette des Asn189.  
Die recht flache S2-Tasche des KLK7 wird wie bei uPA von den Seitenketten der Reste His57 
und His99 begrenzt, was auf eine Präferenz für eher kleine bis mittelgroße hydrophobe 
Reste hindeutet, jedoch wird aich Tyr bereitwillig akzeptiert[91]. Die S3/4-Tasche wird am 





1.2.3 Aktivierung  
KLK7 wird nach Abspaltung des Signalpeptides als inaktives Zymogen (pro-KLK7) von den 
Zellen des Stratum granulosum im Raum zwischen Stratum granulosum und Stratum 
corneum gebildet[100].  
 
Abbildung 26: Die Epidermis der Haut ist aus mehreren Schichten aufgebaut
[88]
. Das Stratum basale (SB) 
besteht aus undifferenzierten Keratinocyten, die an die Lamina basalis gebunden sind. Im Stratum spinosum 
beginnt die Differenzierung der Keratinocyten, welche im Stratum granulosum abgeschlossen ist. Das Stratum 
corneum, die äußerste Hautschicht, besteht aus abgestorbenen Zellen. Grafik entnommen aus
[88]
. 
Im Raum (Abbildung 26) zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum[100] kommt es 
zur Zymogenaktivierung durch proteolytische Spaltung N-terminal vor Ile16 (Abbildung 23 
und Tabelle 7) hinter einem Lysin-Rest im Rahmen einer Aktivierungskaskade (Abbildung 27) 
durch das trypsinartige KLK5[100-102], welches wiederum autoproteolytisch aktiviert wird. KLK5 
kann ebenso die Zymogenformen des KLK8 und KLK14 aktivieren und wird in einem 
Feedback-Mechanismus auch selbst wieder durch KLK14 aus seinem Zymogen in die aktive 




Abbildung 27: Aktivierung des KLK7 im Rahmen einer Aktivierungskaskade. KLK5 ist nach Autoaktivierung in der 
Lage, die Zymogene der Kallikreine 7, 8 und 14 zu aktivieren. KLK14 kann in einem Feedback-Loop weiteres 
KLK5 generieren. Der Inhibitor LEKTI ist in der Lage, direkt KLK5, aber auch dessen Aktivierung durch KLK14 zu 




Nach Aktivierung startet die reife KLK7-Sequenz N-terminal mit dem Rest Ile16 
(Chymotrypsin-Nummerierung), dessen N-terminale Aminogruppe in üblicher Weise eine 
Salzbrücke zur Seitenkette des Asp194 neben dem katalytisch wirksamen Ser195 ausbildet[94] 
und somit das aktive Zentrum öffnet und stabilisiert. 
Tabelle 7: Spaltstellen ausgewählter Kallikrein-Zymogene vor dem Rest 16. Modifiziert nach
[89]
. 





Die Aktivierung des pro-KLK 7 C-terminal einer basischen Aminosäure lässt vermuten, dass 




1.2.4 Biologische Funktion 
Die wesentliche Rolle des KLK7 liegt in der Aufrechterhaltung der Homöostase der Haut. Das 
Enzym spaltet in den Corneodesmosomen, zellverbindenden Strukturen des Stratums 
corneums ,die adhäsiven Proteine Corneodesmosin und Desmocollin 1[103]. Hierdurch, sowie 
durch Spaltung der an der Lipidbiosynthese beteiligten Enzyme Sphingomyelinase und β-
Glucocerebrosidase[104], trägt das Enzym zur kontrollierten Abschuppung der Haut[102, 105-106] 
und somit auch zu ihrer kontrollierten Regeneration[103] bei. 
Tabelle 8: Physiologische Substrate des KLK7. 
Substrat Aufgabe Literatur 
Corneodesmosin Adhäsives Protein, Inaktivierung 
durch KLK7 
[102, 105-106] 
Desmocollin 1 Adhäsives Protein, Inaktivierung 
durch KLK7 
[102, 105-106] 








β-Glucocerebrosidase Lipidbiosynthese, Desaktivierung 
durch 
[104, 108] 
pro-IL-1β Vorstufe von IL-1β, Aktivierung 
durch KLK7 
[109-110] 
LL-37 Antimikrobielles Peptid, 
Aktivierung durch KLK7 
[111] 
 
1.2.5 Funktion bei Erkrankungen 
Ein fein reguliertes Gleichgewicht zwischen Bildung neuer Corneocyten (Hornzellen) und der 
Abschuppung ist für die Aufrechterhaltung der Homöostase der Haut essentiell. Eine 
Desregulation führt zu einer gestörten Funktion der Haut und letztlich zu einer Reihe von 
Erkrankungen wie dem Netherton-Syndrom[112] und atopischer Dermatitis[113], in denen ihre 
natürliche Barrierefunktion beeinträchtigt ist.  In gesunder Haut wird dieses Gleichgewicht 
durch endogene Proteaseinhibitoren wie LEKTI (lympho-epithelial Kazal-type-related 
inhibitor)[114-116]  aufrechterhalten. Das Fehlen dieser Inhibitoren, aber auch eine erhöhte 
Expression des KLK7, führt bei diesen Erkrankungen zu einer erhöhten Hautabschuppung [117-
118].  
KLK7 kann auch Entzündungsreaktionen in der Haut verstärken, indem es das antimikrobielle 
und pro-inflammatorische Peptid LL-37[111], ebenso wie pro-IL-1β, den Vorläufer des pro-




Das Netherton-Syndrom (NS) ist eine autosomal-rezessiv vererbte Hautkrankheit, die durch 
veränderte Abschuppung, Entzündungsreaktionen, beeinträchtigte Keratinisierung, 
fehlerhafte Haarbildung und gestörte Barrierefunktion der Haut gekennzeichnet ist[112].  
Darüber hinaus kommt es durch erhöhte Expression von IL-1β, welches durch KLK7 aktiviert 
wird, und durch die erhöhte Expression von pro-allergischen Mediatoren  wie TARC (thymus 
and activation regulated chemokine) und MDC (macrophage-derived chemokine) zu 
schweren Entzündungen und einer Neigung zu allergischen Reaktionen[112]. 
Die Krankheit wird durch Mutationen im Gen SPINK5 verursacht, das für den 
Proteaseinhibitor LEKTI-1 kodiert. Studien im Mausmodell und bei NS-Patienten zeigten, 
dass Defizite bei LEKTI-1 zu einer stark erhöhten Aktivität der Proteasen KLK5 und KLK7 
führen. Dadurch kommt es zu einer erhöhten Hautabschuppung, da adhäsive Proteine wie 
Corenosdesmosin und Desmocollin (Tabelle 8) verstärkt gespalten werden. Der Verlauf der 
Krankheit ist in der Regel schwerwiegend und kann besonders bei Neugeborenen und 
Kleinkindern lebensbedrohlich sein[119], da es zu einer starken Dehydratisierung der Haut 
kommt. In der Regel verbessert sich der Zustand der Patienten, wenn sie das 
Erwachsenenalter erreichen [112]. 
1.2.5.2 Atopische Dermatitis 
Die atopische Dermatitis (AD), auch als Neurodermitis bekannt, ist eine verbreitete 
chronische Hautkrankheit, die durch entzündete und sich oft verdickende Bereiche innerhalb 
der Haut, durch allergische Reaktionen, aber auch durch eine Anfälligkeit der betroffenen 
Patienten für asthmatische Erkrankungen[120-122] gekennzeichnet ist. Diese Erkrankung kann 
aufgrund einer gestörten Barrierefunktion der Haut entstehen[113, 123-124], wobei  die Ursache 
dafür in einer erhöhten Expression der Kallikreine liegen kann[88]. Es wurden erhöhte Level 
der Kallikreine im Stratum corneum bestimmt[118], eine deutlich verringerte Expression des 
Gens SPINK5 festgestellt, das für den Inhibitor LEKTI kodiert[125], und ein erhöhter pH-Wert 
der Haut[126] gemessen. Durch die erhöhten KLK-Aktivitäten kommt es in der Folge zu einer 
gestörten Homöostase der Haut, bedingt durch die gesteigerte Spaltung und Inaktivierung 
adhäsiver Proteine.  
1.2.5.3 Krebserkrankungen 
Krebserkrankungen können sich durch Metastasierung auf den gesamten Körper ausbreiten. 
Voraussetzung für die Metastasierung ist ein Verlust der interzellulären Adhäsion zwischen 
den Zellen des Primärtumors[127-128]. Eine Ursache dafür kann die erhöhte Expression von 
extrazellulären Proteasen wie KLK7 sein, die adhäsive Proteine (Tabelle 8) spalten und 
dadurch das Streuen der Tumorzellen ermöglichen. Neben den bereits in Tabelle 8 
beschriebenen adhesiven Proteinen Corneodesmosin und Desmocollin-1 wird auch 
Fibronectin gespalten, ein Protein der extrazellulären Matrix[129]. 
KLK7 kann an verschiedenen Krebserkrankungen beteiligt sein wie Brustkrebs[130], 
Eierstockkrebs[131], Gebärmutterhalskrebs[132], Bauchspeicheldrüsenkrebs[133] und 
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Prostatakrebs[134]. Jedoch existieren Unterschiede bei der Expression des KLK7 zwischen 
verschiedenen Krebsarten. Bei Eierstockkrebs[135], Hirntumoren[136], Darmkrebs[137-138], 
Gebärmutterhalskrebs[139] und Plattenepithelkarzinomen[140] ist KLK7 hochreguliert, bei 
Hautkrebs[141], Prostatakrebs[142] und Lungenkrebs[143] jedoch herabreguliert . Da KLK7 in einer 
Reihe von Krebserkrankungen erhöht exprimiert wird, ist diese Protease sowohl ein 
möglicher Biomarker[144] für die Früherkennung, aber auch ein potentielles Target für die 
Entwicklung neuer Krebsmedikamente.  
 
1.2.6 Hemmstoffe des KLK7 
Da die Kallikreine eine wichtige Rolle in vielen physiologischen Prozessen spielen, muss ihre 
Aktivität fein reguliert sein. Zu hohe KLK-Aktivitäten können jedoch Nebenwirkungen 
auslösen. In solchen Fällen könnte eine Reduktion der Enzymaktivitäten durch selektive 
Inhibitoren neue Therapiemöglichkeiten eröffnen. 
Ein Großteil der natürlich verfügbaren KLK7-Inhibitoren bindet direkt an das aktive Zentrum 
der Protease. Viele inhibitorisch wirksame Moleküle besitzen strukturelle Ähnlichkeiten mit 
den natürlichen Substraten und können gleichzeitig mehrere Bindetaschen besetzen 
Denkbar ist auch die Entwicklung allosterischer Inhibitoren, die Exosites  adressieren und in 
der Regel eine  Konformationsänderung des aktiven Zentrums auslösen, wodurch der Zugang 
der Substrate verhindert oder zumindest erschwert wird. 
Es sind mehrere endogene Kallikrein-Inhibitoren bekannt[145], wobei die Bandbreite von 
einzelnen Metallionen bis hin zu Molekülen von mehreren 100 kDa reicht. Meistens kommt 
es zu einer reversiblen Bindung der Inhibitoren, jedoch gibt es auch irreversible Hemmstoffe, 
die KLK7 kovalent angreifen. 
1.2.6.1 Natürliche Inhibitoren 
Hemmung durch Metallionen 
Eine Reihe von Serinproteasen erfordern eine Aktivierung durch im Körper vorkommende 
Kationen, Beispiele sind die Stimulation der prokoagulatorischen Funktion des Thrombins 
durch Na+-Ionen oder die Aktivierung des Trypsins durch Ca2+-Ionen[98]. Eine Stimulation 
durch Kationen wurde auch für die Kallikreine 1, 3, 4, 6 und 8[146-147] beobachtet, jedoch nicht 
für KLK7. Im Gegensatz dazu wurde für KLK7 eine Hemmwirkung durch Zn2+-Ionen im 
niedrigen mikromolaren Bereich festgestellt[94]. Es wurde ein Ki-Wert von 10 µM bestimmt, 
wobei die extrazelluläre Konzentration der Zn2+-Ionen in der Haut ca. 15 µM beträgt[94]. 
Dadurch ist eine leichte Hemmung des Enzyms durch die physiologischen Zn2+-Konzentration 
in der Haut zu erwarten. Zusätzlich wurde eine Hemmung des KLK7 durch Cu2+-Ionen mit 




Es wird angenommen[145], dass das Zn2+-Ion KLK7 analog zu der in Abbildung 28c gezeigten 
Struktur hemmt. Ein weiterer Hinweis für diesen postulierten Bindungsmodus ist der Verlust 
der KLK7-Hemmung bei einer His99Ala-Mutante, die das Metallion offenbar nicht mehr 
binden kann[145]. 
 
Abbildung 28: Ansicht der aktiven Zentren des KLK7 (a und b) und einer Trypsinmutante (c). (a) Darstellung der 
Seitenketten der Reste der katalytischen Triade (His57, Asp102 und Ser195) im aktiven Zentrum des KLK7, 
sowie die Seitenketten der Reste Ser96 und His99. (b) Ein Cu
2+
-Ion (gelbe Kugel) kann im aktiven Zentrum des 
KLK7 an His99 und über ein verbrückendes Wassermolekül (rote Kugel) an die Seitenkette des Ser96 binden. (c) 
In einer Arg96His-Trypsin-Mutante wurde eine Komplexierung des Cu
2 





Es wurde vermutet, das trotz der Hemmung durch ein Zn2+-Ion   Substrate immer noch an 
KLK7 binden können, jedoch aufgrund der Komplexierung des His57 an das Metallion nicht 
mehr gespalten werden. Die Regulation der Aktivität des epidermalen KLK7 durch Zink 
könnte auch unter physiologischen Bedingungen bedeutsam sein. Interessanterweise 
bewirken Salben mit ZnO eine schnellere Wundheilung durch rascheren Aufbau der 
Hautschichten[148], was möglicherweise neben anderen Ursachen auch an einer reduzierten 
KLK7-Aktivität liegen kann.  
Hemmung durch endogene Inhibitoren 
Neben Metallionen gibt es mehrere endogene Inhibitoren des KLK7, dazu gehören 
Hemmstoffe der Serpin-Familie oder vom Kazal-Typ, aber auch 2-Makroglobulin. 
Serpine (abgeleitet von serine protease inhibitor) sind Proteine mit einem mittleren 
Molekulargewicht von ca. 40 kDa, die etwa 10 % der Proteine innerhalb des Blutsplasmas 
ausmachen[149]. Die Hemmung durch die Serpine erfolgt nach einem speziellen Mechanismus. 
Nach substratanaloger Bindung und Spaltung zwischen den P1- und P1‘-Resten in einem 
speziellen Loop und Bildung einer kovalenten Bindung zwischen der P1-Carbonylgruppe und 
dem Ser195 kommt es zu einer Umlagerung des Komplexes, was zu einer praktisch 
irreversiblen Hemmung des Enzyms führt[150]. Obwohl aktuell keine Strukturen von Serpin-
KLK7-Komplexen verfügbar sind, sind die Serpine die bisher am besten untersuchten 
endogenen Kallikreininhibitoren[151]. Das Serpin 1-Antitrypsin (1-AT) mit einem Met-Ser-
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Segment in P1- und P1‘-Position besitzt mit einem Ki-Wert von 3,9 µM eine moderate 
Hemmwirkung gegenüber KLK7, zeigt aber keine Inhibierung der trypsinartigen KLKs[152-154]. 
Weitere gegenüber KLK7 wirksame Serpine sind der Protein C Inhibitor (PCI)[152] und 
Kallistatin[155].      
LEKTI-1 (lympho-epithelial kazal-type inhibitor) ist ein aus 15 Domänen bestehender Inhibitor 
des Kazal-Typs [156] , der durch das Gen SPINK5 codiert ist. Wie bereits beschrieben, sind 
Mutationen dieses Gens für das Netherton-Syndrom und die Ausprägung der atopischen 
Dermatitis verantwortlich[157]. Den durch Mutationen im SPINK5-Gen hervorgerufenen 
Varianten von LEKTI-1 fehlen verschiedene C-terminale Domänen, was mit erhöhten 
Konzentrationen und Aktivitäten mehrerer epidermaler KLKs einhergeht[158]. 
NMR-Untersuchungen der Domänen 1 und 6 des LEKTI-1 zeigten, dass sich deren Struktur 
von anderen Inhibitoren des Kazal-Typs besonders im Bereich des reaktiven Loops 
unterscheidet. Diese Unterschiede sind durch das Fehlen einer dritten Disulfid-Brücke 
innerhalb dieser LEKTI-1-Domänen bedingt, lediglich 2 der 15 Domänen besitzen drei 
Verbrückungen[159].  
 
Abbildung 29: Reste 23 bis 77 der Domäne 1 des LEKTI-1 mit zwei Disulfidbrücken, die Spaltung durch KLK7 
erfolgt zwischen den markierten Gln und Asp. Grafik erstellt nach
[159]
.  
Domäne 1 des LEKTI-1 enthält eine Gln-Asp-Spaltstelle (Abbildung 29), die wahrscheinlich 
der Angriffspunkt für chymotrypsinartige Proteasen ist. Diese Vermutung wird durch 
Untersuchungen an der isolierten Domäne 1 des LEKTI-1 bestätigt, die auch einzeln die 
Aktivität chymotrypsinartiger Proteasen in der Haut hemmen kann[158]. Durch weitere 
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch die Domäne 6 von  
LEKTI-1 alleine in der Lage ist, KLK 5 und 7 zu inhibieren[115]. Ein rekombinantes Fragment der 




1.2.6.2 Synthetische Inhibitoren 
Da erhöhte KLK7-Aktivitäten bei verschiedenen Erkrankungen beteiligt sein könnten, ist das 
Enzym ein interessantes Target für die Wirkstoffentwicklung. Zur Identifizierung erster 
Leistrukturen können verschiedene Strategien genutzt werden, z.B. ein high-througput-
screening (HTS) bereits verfügbarer Substanzen oder ein virtuelles in silico Screeningvon 
Substanzdatenbanken. Häufig werden erste Leitstrukturen auch durch Derivatisierung 
bekannter Substratsequenzen gefunden.  
Chlormethylketone (CMKs) sind irreversible Hemmstoffe von Serin – und Cysteinproteasen 
und ideale Hilfsmittel zum Kristallisieren und Bestimmen von Proteasestrukturen. Im Falle 
des KLK7 wurden erste Kristallstrukturen im Komplex mit H-Ala-Ala-Phe-CMK (57) und 
Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK (55)erhalten (Abbildung 30). 
 
Abbildung 30: Bindungsmodus der irreversiblen Inhibitoren H-Ala-Ala-Phe-CMK (57) (links) und Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-CMK (55) (rechts) im aktiven Zentrum des KLK7. Grafik entnommen aus
[145]
. 
Die P1ʹ-Methylen-Gruppe ist kovalent an das N von His57 gebunden, darüber hinaus 
existiert eine Hemiketalbindung zwischen dem P1-Carbonyl-C und dem Odes Ser195, wobei 
der Carbonyl-Sauerstoff des Inhibitors das Oxyanion-Loch besetzt. Die Seitenkette des P1-
Phe befindet sich in der Spezifitätstasche, jedoch gibt es keine spezifische Interaktion zum 
Asn189 am Boden der S1-Tasche[91]. Das P2-Ala des Inhibitors H-Ala-Ala-Phe-CMK ist nicht in 
der Lage, die S2-Tasche des KLK7 auszufüllen, und das P3-Ala ist in Richtung des Lösemittels 
orientiert und bildet Wasserstoffbrücken zwischen seinem Carbonyl-Kohlenstoff und 
Amidstickstoff zu Gly216 aus. Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK (55) bildet dieselben kovalenten 
Bindungen zu His57 und Ser195 aus, die bereits zuvor für den anderen CMK-Inhibitor 
beschrieben wurden. Ebenso bindet das P1-Phe in identischer Weise an KLK7. Das P2-Pro 
besetzt die P2-Tasche und das P3-Ala interagiert mit Gly 216. Der P4-Ala-Rest sitzt in der von 
Trp215, His99 und Leu 175 gebildeten S3/4-Tasche, ist jedoch nicht in der Lage, diese 
vollständig auszufüllen.  
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Tan et al[160] untersuchten eine Reihe von Derivaten des 1,2,4-Triazols auf ihre 
Hemmwirkungen gegenüber den KLKs 5, 7 und 14 sowie mit Matriptase (Tabelle 9). Die 
Moleküle besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal eine aktivierte Amidfunktion, bedingt 
durch den pseudoaromatischen Charakter des Triazolringes, der über einen seiner 
Stickstoffe mit einer Carbonylgruppe verbunden ist.  
Von Molekülen dieses Typs war bekannt, dass sie KLK5 hemmen. Die selektivste 
Hemmwirkung (Tabelle 9) gegenüber KLK7 wurde durch Verbindung 58c erzielt, deren IC50-
Wert bei 40 nM liegt, wobei die Werte für KLK5, KLK14 und Matriptase um den Faktor 6, 28 
bzw. 12 schwächer sind. Die Verbindung 58b wirkt sogar ausschließlich auf KLK7, jedoch war 
der IC50-Wert dieser Verbindung im Vergleich zu Inhibitor 58c ca. 90-fach reduziert. Die 
Reversibilität der Hemmung wurde durch Behandlung mittels Hydroxylamin bestätigt, was 
zur spontanen Reaktivierung der gehemmten Enzyme führte. Als Hemmmechanismus wird 
vermutet, dass das Ser195 des aktiven Zentrums mit seiner OH-Gruppe die aktivierte 
Carbonylfunktion des Inhibitors nukleophil angreift, was zur Bildung eines Acyl-Enzyms führt. 
Dieses Intermediat ist durch das nukleophile Hydroxylamin wieder spaltbar. Die reversible 
Hemmung durch Bildung eines Acyl-Enzym steht im Einklang mit den mittels Docking 
gefundenen Komplexstrukturen[160]. 





 IC50 (µM) 
Nr. KLK5 KLK7 KLK14 Matriptase 
58a 1,14 0,22 > 30 > 30 
58b >30 3,5 - - 
58c 0,27 0,04 1,29 0,57 
58d 1,3 0,23 >30 >30 
58e 0,14 0,66 0,97 0,42 




Tan et al veröffentlichten 2015[84] eine Untersuchung zur Hemmung des KLK7 durch eine 
Reihe von Coumarin-Derivaten (Tabelle 10). 
Tabelle 10: Hemmung des KLK7 und verwandter Proteasen durch Coumarinester-Derivate
[84]






 IC50-Werte(µM) oder % Hemmung bei einer 
Inhibitorkonzentration von 50 µM 
Nr. Z X KLK5 KLK7 KLK14 Matriptase 
59a O -CH2Cl k. H.
a 0,103 kHa k. H.a 
59b O -CH2Br 0,92 0,064 2,9 1,42 
59c O -CH2OCOCH3 31 % 56 % 31 % k. H.
a 
59d NH -CH2Cl k. H.
a 60 % k. H.a k. H.a 
59e S -CH2Cl k. H.
a 0,35 34 % k. H.a 
a
 < 30 % Hemmung bei 50 µM, k. H. = keine Hemmung 
 
 
Abbildung 31: Hemmmechanismus acylierender Coumarin-Inhibitoren 
[84]
. 
Abbildung 31 zeigt schematisch die Wirkweise der initial kovalent acylierenden 
Coumarininhibitoren. Zunächst (Abbildung 31a) kommt es zu einem nukleophilen Angriff der 
OH-Gruppe des Ser195 auf die Carbonylfunktion des Inhibitors und zur Ausbildung einer 
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kovalenten Bindung unter Ringöffnung des Lactons (Abbildung 31b). Nach Abspaltung der 
Abgangsgruppe X kommt es zu einem nukleophilen Angriff durch ein Stickstoffatom des 
His57 (Abbildung 31c). Während das in Abbildung 31b gezeigte Acyl-Enzym einen reversiblen 
Zustand darstellt, ist das Enzym in Abbildung 31d aufgrund der Alkylierung des His57 
irreversibel gehemmt. 
Freitas et al.[161] untersuchten eine Reihe von Isomannid-Derivaten (Tabelle 11) auf ihre 
Hemmwirkung gegenüber KLK7. Die Isomannid-Struktur wurde wegen ihrer Vergleichbarkeit 
mit rigiden zyklischen Dipeptiden ausgewählt. Die Steifheit des Grundgerüstes stellt hierbei 
eine Möglichkeit dar, den Inhibitor in einer aktiven Konformation zu fixieren.  




   KLK7 KLK5 
Nr. R1 R2 IC50 (µM) Ki (µM) IC50 (µM) Ki (µM) 
60a Ph 2-Thiophen 13,3 1,8 99,2 70,7 
60b Ph 3,4-
(OCH2O)C6H3 
205,2 80,3 >1000 357,1 
60c Ph 3-Pyridyl 195,8 75,1 323,5 200 
60d Ph 2-Furan 16,3 3,0 99,1 70,4 
60e Me 2-Thiophen 160,5 77,4 101,3 71,9 
 
Die stärkste Hemmwirkung wurde für das Derivat 60a gefunden. Basierend hierauf wurden 
weitere[162] Isomannid-basierte Peptidomimetika als Hemmstoffe gegen KLK7 wie Verbindung 
61 (Abbildung 32) untersucht, deren Bindungsmodus im Komplex mit KLK7 modelliert wurde 
(Abbildung 33)[162]. 
 




Abbildung 33: Modellierter Komplex des Inhibitors 61 im aktiven Zentrum des KLK7. Der P4-Benzylrest besetzt 
die S4-Tasche des Enzyms oberhalb des Trp215. Die Isomannid-Gruppe, welche die Rolle des P3-P2-Segments 
einnimmt, orientiert sich in Richtung der S2-Tasche und der P1-Phenylalanin-Rest belegt die S1-Tasche, dringt 




Abbildung 34: Beispiele für heterocyclische Inhibtoren des KLK7. Grafik basierend auf
[163]
. 
Basierend auf den bereits bekannten heterozyklischen Hemmstoffen des KLK7 (Abbildung 
34) untersuchten Arama et al.[163] eine Reihe weiterer Substanzen auf ihre Hemmwirkung 
gegenüber KLK7. Diese wurden bei einer Konzentration von jeweils 50 µM vermessen und 
die Reversibilität der Hemmung durch Verdünnung des Messansatzes geprüft. Bei reversibel 
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hemmenden Inhibitoren trat hierbei eine spontane Reaktivierung der enzymatischen 
Aktivität auf. Die Verbindung 62a stellte sich als relativ selektiver Hemmstoff des KLK7 
heraus und zeigte bei der geprüften Konzentration keine Beeinflussung des KLK5, 8 und 14 
und diente daher als Ausgangspunkt für die Synthese weiterer Hemmstoffe (Tabelle 12). 




Nr. R1 R2 IC50 (µM) 
62a 2-Me-C6H4 (S)-Bn 57,0 
62b 3-Me-C6H4 (S)-Bn k. H.
a 
62c 4-Me-C6H4 (S)-Bn 68,0 
62d 4-MeO-C6H4 (S)-Bn 72,0 
62e 2-Me-C6H4 (R)-Bn 95,9 
62f C6H5 (S)-Bn kH
a 
62g 4-Br-C6H4 (S)-Bn kH
a 
62h 4-NO2-C6H4 (S)-Bn kH
a 
62i 3-Pyridinyl (S)-Bn kHa 
62j CH2CH(CH3)2 (S)-Bn kH
a 
62k 2,4-diMe-C6H3 (S)-Bn 83,9 
62l 2-MeO-C6H4 (S)-Bn kH
a 
62m 3-MeO-C6H4 (S)-Bn kH
a 
62n 2,5-diMeO-C6H3 (S)-Bn 80,9 
62o 3,4-diMeO-C6H3 (S)-Bn 33,5 
62p 3,4,5-triMeO-C6H3 (S)-Bn 55,7 
62q 4-HO-C6H4 (S)-Bn 124,8 
a
 < 30 % Hemmung bei 50 µM, k. H. = keine Hemmung 
Als wirksamster Hemmstoff erwies sich das Derivat 62o mit einem IC50–Wert von 33,5 µM (Ki 
bei 27 µM). Bei einer Inhibitorkonzentration von 50 µM wurde keine Hemmwirkung gegen 




Von der Firma Novartis wurde 2008 ein Patent[164] zu Hemmstoffen des KLK7 veröffentlicht. 
Nachfolgend sind einige Beispiele der beanspruchten Strukturen aufgeführt. 
 
Abbildung 35: Strukturen der Hemmstoffe 63 und 64 aus einer Patentanmeldung der Firma Novartis
[164]
. 
Die Verbindung 63 wurde im Mausmodell untersucht und es wurde gezeigt, dass deren 
Applikation (als Emulsion) die Barrierefunktion der Haut durch Hemmung des KLK7 
verbessert. Der Hemmstoff 64 wurde am Schwein zur Reduktion von Hautrötungen 
(Erythema) bei allergischen Reaktionen geprüft. Im Vergleich zur Kontrolle wurde eine 
deutliche Verringerung der Rötung festgestellt. 
Der zu den Verbindungen aus dem Patent[164] vergleichbare Hemmstoff 56 (KLK7 IC50 = 0,7 




Abbildung 36: Komplex des Inhibitors 56 (Kohlenstoffe grün, Stickstoff blau, Sauerstoff rot) im aktiven Zentrum 
des KLK7 (dargestellt mit olivfarbener Oberfläche, PDB: 5FAH). Die S1-Tasche des Enzyms wird vom 
Naphthyl-Rest des Inhibitors 56 besetzt, der gekoppelte Prolin-Rest und die Methoxyphenethylgruppe binden 
in die Taschen S1‘ und S2‘
[95]
. 
Es kann angenommen werden, das die anderen im Novartis-Patent[164] gezeigten 




2009 wurde von der Firma Novartis ein weiteres Patent[165] veröffentlicht, in dem zahlreiche 
Depsipeptide als KLK7 Hemmstoffe beschrieben wurden, die Hemmkonstanten im Bereich 
von 1 nM bis 10 µM besitzen. Ein Beispiel für diese Verbindungsklasse ist der in Abbildung 37 
gezeigte Inhibitor 65. 
 
Abbildung 37: Depsipeptid 65, veröffentlicht in
[165]
. 
Bei dem in Abbildung 37 gezeigten Depsipeptid ist der Ring durch einen intramolekularen 
Threoninester geschlossen. Im Macrozyklus ist AHP enthalten.  
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2 Ziel der Arbeit 
Matriptase und KLK7 sind an einer Reihe von pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Zu 
hohe Aktivitäten dieser Enzyme können verschiedenene Erkrankungen auslösen oder 
verstärken, daher ist die Entwicklung wirksamer und selektiver Hemmstoffe dieser Enzyme 
von potentiellem therapeutischem Interesse. 
Die Ziele der vorliegenden Arbeit können in zwei Gebiete eingeteilt werden. 
 
Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit der Adressierung der Matriptase. 
 Dabei sollten die von Hammami dargestellten substratanalogen 
Matriptaseinhibitoren des allgemeinen Typs H-D-hPhe-P2-4-Amba optimiert werden. 
Da aus Arbeiten mit anderen Inhibitortypen bekannt war, dass chlorsubstituierte 
Phenylgruppen bevorzugt in die S3/4-Tasche der Matriptase binden, sollte das D-
hPhe durch kommerziell erhältliche oder selbst synthetisierte Derivate oder 
strukturell verwandte Substanzen ersetzt werden,  um eine verbesserte 
Hemmwirkung zu erreichen. 
 Parallel dazu sollten fluorogene Substrate der Matriptase identifiziert bzw. neu 
synthetisiert werden, um die enzymkinetischen Messungen im Vergleich zu den 
früher genutzten chromogenen Substrate mit reduzierten Enzym- und 
Substratkonzentrationen durchführen zu können.  
 Ausgehend von einer Kristallstruktur dieses Inhibitortyps in Trypsin sollte der 
Bindungsmodus in Matriptase modelliert werden. 
 Zusätzlich sollten Messungen mit den verwandten trypsinartigen Serinproteasen 
Thrombin und Faktor Xa durchgeführt werden, um erste Hinweise zur Selektivität der 
Verbindungen zu erhalten, um diese gegebenenfalls verbessern zu können. 
 
Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Adressierung des KLK7. 
 Zu Beginn sollte ein geeignetes fluorogenes Substrat für enzymkinetische Messungen 
mit KLK7 entwickelt und ein geeignetes Testsystem aufgebaut werden. 
 Anschließend sollte ein Screening der im Arbeitskreis vorhandenen Substanzen 
durchgeführt werden, um potentielle Startstrukturen für KLK7-Hemmstoffe zu 
finden.  
 Basierend auf den Ergebnissen des Screenings sollten neue substratanaloge 
Hemmstoffe des KLK7 hergestellt und charakterisiert werden. Dabei sollten die P1 bis 
P4-Positionen der Hemmstoffe optimiert und am Ende die günstigsten Reste 
miteinander kombiniert werden. 
 Zusätzlich sollte das Selektivitätsprofil der KLK-7 Hemmstoffe im Vergleich zu den 
verwandten Serinproteasen Trypsin und Faktor Xa geprüft und verbessert werden. 
 Da bisher keine Kristallstrukturen mit den neu entwickelten KLK7-Hemmstoffen 
verfügbar waren, sollte der Bindungsmodus der wirksamsten Inhibitoren im Komplex 




3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Matriptase 
3.1.1 Substrate der Matriptase 
Die bisherigen Messungen mit Matriptase wurden im Arbeitskreis mit dem chromogenen 
Substrat Mes-D-Cha-Gly-Arg-pNA durchgeführt. Die Verwendung chromogener Substrate 
erfordert in der Regel deutlich höhere Enzymkonzentrationen. Um die Messungen auf 
fluorogene Substrate umzustellen, wurde zu Beginn eine Reihe von im Arbeitskreis bereits 
verfügbaren peptidischen AMC-Derivaten mit Arginin in P1-Position auf ihre Eignung als 
Matriptasesubstrate untersucht. Die Messungen erfolgten wie im experimentellen Teil 
(Tabelle 29) beschrieben, die Ergebnisse sind in Tabelle 13 dargestellt. 
Tabelle 13: Screening verfügbarer fluorogener Substrate trypsinartiger Serinproteasen mit Matriptase. 
Substrat Sequenz KM (µM) Vmax (µM/s) Vmax/KM  
(1/s) 
66  Z-D-Arg-Pro-Arg-AMC 17,1 ± 1,5 1,0×10-3 ± 6,7×10-5 5,9×10-5 
67  Z-D-Arg-Gly-Arg-AMC 17,3 ± 3,2 1,1×10-3 ± 5,4×10-5 6,2×10-5 
68  Bzls-D-Arg-Pro-Arg-AMC 11,4 ± 1,3 1,9×10-3 ± 9,5×10-5 1,7×10-4 
69  Bzls-D-Arg-Gly-Arg-AMC 12,0 ± 1,3 1,5×10-3 ± 1,3×10-4 1,3×10-4 
70  H-D-Arg-Pro-Arg-AMC 20,0 ± 0 7,6×10-4 ± 1,3×10-5 3,8×10-5 
71  H-D-Arg-Gly-Arg-AMC 20,0 ± 0 7,2×10-4 ± 2,7×10-5 3,6×10-5 
72  Mes-D-Arg-Pro-Arg-AMC 9,1 ± 0,2 2,0×10-3 ± 1,1×10-4 2,2×10-4 
73  Mes-D-Arg-Gly-Arg-AMC 11,4 ± 2,3 2,4×10-3 ± 8,1×10-5 2,1×10-4 
74 Mes-D-Arg-Ala-Arg-AMC 7,1 ± 0,9 8,2×10-4 ± 3,4×10-4 1,2×10-4 
 
Die getesteten Substanzen zeigten relativ ähnliche Werte für KM und Vmax. Als geeignetstes 
Matriptasesubstrat erwies sich die Verbindung 72, die daher im Folgenden für die 
enzymkinetischen Messungen mit Matriptase genutzt wurde. Das dibasische Substrat 72 ist 
in sämtlichen wässrigen Systemen sehr gut löslich, daher kann auf den Zusatz organischer 
Lösungsmittel bei der Herstellung von Substratstammlösungen verzichtet werden. 
Da bei einigen Matriptase-Inhibitoren (vgl. 49 KI = 0,044 µM vs. 48 KI = 0,06 µM) eine leichte 
Verbesserung der Affinität zur Matriptase durch den Austausch von Prolin als P2-Rest durch 
Alanin erreicht wurde, wurde zusätzlich die Verbindung 74 hergestellt, die das Ala-Analogon 





3.1.2 Entwicklung neuer substratanaloger Matriptaseinhibitoren 
 
Wie in Tabelle 3 in Kapitel 1.1.6 beschrieben, wurden bereits in vergangenen Arbeiten in der 
Arbeitsgruppe Steinmetzer mehrere substratanaloge Hemmstoffe mit einem C-terminalen 
4-Amidinobenzylamid-Rest (4-Amba) auf ihre Hemmwirkung gegenüber Matriptase 
untersucht. Ein relativ wirksamer Inhibitor ist die in Abbildung 38 gezeigte Verbindung 




Abbildung 38: Modellierter Komplex des Inhibitors 31 (Kohlenstoffatome in weiß, Stickstoff blau, Sauerstoff 
rot) im aktiven Zentrum der Matriptase , dargestellt mit transparenter Oberfläche in hellgrau. Die Koordinaten 
der Matriptase wurden von der Kristallstuktur mit dem PDB-Code 2GV6 entnommen. Die S3/4-Tasche wird von 
den Resten Phe97, Phe99, Gln175 und Trp215 gebildet. Die polaren Wechselwirkungen der Verbindung 31 mit 
der Matriptase sind als gestrichelte schwarze Linien dargestellt, die Kohlenstoffatome ausgewählter 
Matriptasereste sind in  grün gezeigt (Grafik entnommen aus
[166]
). 
Da nur eine begrenzte Menge an Matriptase zur Verfügung steht, war es bisher nicht 
möglich, das Enzym im Komplex mit substratanalogen Inhibitoren dieses Typs zu 
kristallisieren. Zur Bestimmung des Bindemodus wurde daher eine Kristallstruktur von 
Bzls-D-Arg-Gly-4-Amba, dem Gly-Analogen des Inhibitors 31, in einer Trypsin-Mutante (PDB: 
3PMJ) benutzt[167]. Der Komplex wurde durch einen C--Fit mit der Matriptase-Struktur 
2GV6[13] überlagert, hierbei wurden alle Wassermoleküle entfernt. Das P2-Gly wurde mittels 
MOE (Version 2014.9, 32 bit, Chemical Computing Group, Montreal, Kanada) durch ein Pro 
ersetzt, alle anderen Reste wurden fixiert. Die erhaltene Struktur des Komplexes (Abbildung 
38) zeigten den erwarteten Bindemodus, der von einer Vielzahl von Strukturen 
substratanaloger Hemmstoffe mit D-konfigurierten P3-Resten in trypsinartigen 
Serinproteasen bekannt ist. Die Seitenkette des D-Arg ist in die S3/4-Tasche orientiert und es 
könnten Kation-π-Interkationen mit Trp215 auftreten. Die Guanidino-Gruppe der Seitenkette 
bildet jedoch keine direkten Wasserstoffbrückenbindungen zur Matriptase aus. Wie 
erwartet, bindet die Benzamidingruppe an Asp189 am Boden der S1-Tasche. Darüber hinaus 
treten Wechselwirkungen zwischen den Resten Ser214, Gly216 und Gly219 mit dem 
Peptidrückgrat des Inhibitors auf. Aufgrund dieses Modells wurde vermutet, dass die 
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Affinität des Hemmstoffs 31 durch Ersatz des P3 D-Arg und/oder des P2-Pro durch andere 
Reste erhöht werden kann. Ebenso wurde angenommen, dass trotz dieser Austausche die 
Gesamtkonformation des Inhibitors im Komplex mit Matriptase und die daraus 
resultierenden Wechselwirkungen des Inhibitorrückgrats mit der Protease erhalten bleiben. 
In Untersuchungen von Hammami (Tabelle 5) wurde eine wirksame Hemmung der 
Matriptase durch die substratanalogen Verbindungen 49 und 50 (Abbildung 39) gezeigt. 
 





Abbildung 40: Modellierter Komplex des Inhibitors 50 (Kohlenstoffe in grau, Stickstoff blau, Sauerstoff rot) in 
Matriptase (2GV6). Es wurden zunächst die Kristallstrukturen 4MTB (Inhibitor 50 in Trypsin) und 2GV6 
(Koordinaten der Matriptase) mittels PyMOL v0.98 (DeLano Scientific, San Carlos, CA) überlagert, anschließend 
Trypsin gelöscht und eine Energieminimierung der D-hTyr-Seitenkette in P3-Position des Inhibitors 50 mittels 
MOE (Version 2014.9, Chemical Computing Group, Montreal, Kanada) durchgeführt. Die Grafik wurde mittels 
PyMOL erstellt. Bei der Minimierung der Seitenkette waren alle anderen Reste fixiert. Die gefundenen polaren 
Wechselwirkungen sind als gestrichelte Linien dargestellt
[166]
. 
Zur Prüfung des Bindungsmodus des Inhibitors 50 im aktiven Zentrum der Matriptase wurde 
der in Abbildung 40 dargestellte Komplex modelliert. Es ist zu erkennen, dass die P3-D-hTyr-
Seitenkette in die S3/4-Tasche gerichtet ist, die von den Resten Trp215 und Phe99, Gln175 
und Phe97 gebildet wird. Die erwarteten Wechselwirkungen in der S1-Tasche und 
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ausgehend vom Rückgrat des Inhibitors mit den Matriptaseresten Ser214 und Gly216 sind 
unverändert, wie bereits zuvor für Inhibitor 31 beschrieben (Abbildung 38). 
Aufgrund der starken Hemmwirkung der Verbindung 50 wurde eine Reihe von substituierten 
D-Homophenylalanin-Derivaten (Abbildung 41) in P3-Position eingebaut. Bei der Wahl der 
Derivate wurde berücksichtigt, dass sich in vorangegangenen Untersuchungen mit Derivaten 
des 3-Amidinophenylalanins[76] eine Chlor- oder Methoxysubstitution des N-terminalen 
Biphenylrestes (Tabelle 1) als vorteilhaft erwiesen hatte. Daher wurden die in Abbildung 41 
dargestellten ungewöhnlichen Aminosäuren hergestellt. 
 
Abbildung 41: Hergestellte Homophenylalaninderivate. 
Zur Synthese dieser D-Homophenylderivate wurden entsprechend substituierte 
Phenethylbromide oder -chloride in Anwesenheit von Kaliumiodid und Kaliumcarbonat mit 
Ethyl-2-acetamido-cyanoacetat umgesetzt. Nach saurer Hydrolyse wurden die racemischen 
ungewöhnlichen Aminosäurederivate erhalten[168]. Mit diesen Verbindungen wurden 
verschiedene substratanaloge Hemmstoffe mit einem C-terminalen 4-Amidinobenzylamid-




Abbildung 42: Synthese der racemischen substratanalogen Inhibitoren. Reaktionsbedingungen und 
Reagenzien: (a) 1.2 Äquiv. Boc2O in Dioxan und Wasser, pH zirka 8,5, eingestellt mit 1 N NaOH. (b) 1 Äquiv. 
BOP, 2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (c) TFA, 1 h, RT, präparative HPLC. 
Die Synthese der substratanlogen Inhibitoren ist am Beispiel der Verbindungen 86 und 87 in 
Abbildung 42 dargestellt. Racemisches H-D/L-hPhe(4-Cl)-OH (78) wurde mittels Boc2O an 
seiner Aminofunktion geschützt. Das dabei erhaltene Boc-D/L-hPhe(4-Cl)-OH (84) wurde mit 
1 Äquiv. H-Ala-4-Amba × 2 HCl (85) unter Verwendung von 1 Äquiv. BOP und 2 Äquiv. DIPEA 
in DMF gekuppelt. Nach Entfernung des Lösemittels wurde die Schutzgruppe durch 
Behandlung mit TFA abgespalten und die diastereomeren Verbindungen 86 und 87 mittels 
präparativer HPLC getrennt. Sämtliche anderen substratanalogen Hemmstoffe (Tabelle 14) 
mit D-Homophenylalanin-Derivaten in P3-Position wurden analog dargestellt. Für die 
Inhibitoren mit Pro in P2-Position wurde H-Pro-(4-Amba × 2 HCl (88) an Stelle des Ala-
Intermediats 85 (Abbildung 42) eingesetzt.  
Die dargestellten Hemmstoffe wurden auf ihre Hemmwirkung gegenüber Matriptase, 






Tabelle 14: Inhibierung von Matriptase, Thrombin und FXa durch substratanaloge Hemmstoffe mit 
substituierten D-Homophenylalanin-Derivaten in P3-Position. 
 
Nr. P3 P2 
Ki (µM) 
Matriptase Thrombin FXa 
87 D-hPhe(4-Cl) Ala 0,046 0,007 2,3 
89 D -hPhe(2-Cl) Ala 0,11 0,08 0,19 
90 D -hPhe(4-Cl) Pro 0,11 0,014 1,32 
91  D -hPhe(2-Cl) Pro 0,14 0,013 0,45 
92 D -hPhe(2,4-Cl2) Ala 0,15 0,15 0,25 
93 D -hPhe(3-Cl) Ala 0,16 0,07 1,33 
94 D -hPhe(2,4-Cl2) Pro 0,19 0,15 0,74 
95 D -hPhe(4-MeO) Ala 0,28 0,18 6,87 
96 D -hPhe(4-MeO) Pro 0,37 0,012 1,87 
97 D -hPhe(3-Cl) Pro 0,46 0,032 1,21 
86 hPhe(4-Cl) Ala 3,02 0,57 33,9 
98 hPhe(2,4-Cl2) Ala 3,94 0,57 12,5 
99 hPhe(4-MeO) Ala 4,17 4,26 46,71 
100 hPhe(3-Cl) Pro 5,28 0,65 1,04 
101 hPhe(2-Cl) Ala 6,32 2,12 10,58 
102 hPhe(4-MeO) Pro 7,69 0,74 89,4 
103 hPhe(3-Cl) Ala 9,97 2,69 10,44 
104 hPhe(2,4-Cl2) Pro 11,6 1,13 31,6 
105 hPhe(2-Cl) Pro 12 1,21 24,8 
106 hPhe(4-Cl) Pro 15 0,37 39,2 
 
Von substratanalogen Hemmstoffen ist bekannt, dass D-konfigurierte Aminosäuren in 
Position P3 bevorzugt sind. Nach Bestimmung der Hemmkonstanten gegenüber Matriptase 
wurde daher der jeweils wirksamere Inhibitor eines Diastereomerenpaars als D-konfiguriert 
betrachtet. Keine der in   
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Tabelle 14 gezeigten Verbindungen erreichte eine vergleichbare Hemmstärke wie zuvor für 
Inhibitor  50 beschrieben[83].  
Inhibitor 87, der von den in Tabelle 14 gezeigten Verbindungen die stärkste Hemmwirkung 
gegenüber Matriptase aufweist, ist etwa um den Faktor 2 schwächer als der Hemmstoff 50. 
Die Hemmwirkung gegenüber Thrombin ist bei dem Inhibitor 87 um den Faktor 40 stärker 
als bei Verbindung 50, jene gegenüber FXa um den Faktor 4 schwächer. Zum aktuellen 
Zeitpunkt ist die Verbindung 50 somit der beste und selektivste substratanaloge Inhibitor der 
Matriptase, der innerhalb unserer Arbeitsgruppe hergestellt wurde. 
Bei Inhibitoren des 3-Amidinophenylalanin-Typs[76] hatte sich gezeigt (Tabelle 1), dass eine 
Chlorsubstitution des terminalen Aromaten an der Biphenyl-3-Sulfonyl-Gruppe zu einer 
deutlichen Verbesserung der Hemmwirkung führte (Tabelle 1). Verbindung 27 besitzt eine 
etwa 50-fach stärkere Wirksamkeit im Vergleich zum unsubstituierten Analogon 22. Eine 
solche Verbesserung der Hemmwirkung durch Chlorsubstitution in para-Stellung des P3-
Aromaten wurde für die untersuchten substratanalogen Hemmstoffe (Tabelle 14) ebenfalls 
erwartet. Die entsprechenden Analoga, ebenso wie die methoxysubstituierten Derivate, 
zeigten jedoch eine geringere Hemmwirkung. 
 
 
Abbildung 43: Modellierter Komplex der Inhibitoren 27 (Kohlenstoffatome in Weiß, Stickstoff blau, Sauerstoff 
rot, Schwefel gelb und Chlor grün) und 50 (Kohlenstoffe in rosa) im aktiven Zentrum der Matriptase (PDB: 
2GV6), dargestellt mit transparenter Oberfläche in hellbraun. Die Überlagerung der Inhibitoren zeigt,  dass der 
Phenylring des  D-hTyr in P3-Position des Inhibitors 50 im Vergleich zum 2,4-Dichlorphenylring des Hemmstoffs 
27 etwas anders positioniert ist und tiefer in die S3/4-Tasche hineinragt, die von den Resten Phe97, Phe99, 
Gln175 und Trp215 (mit grünen Kohlenstoffen) gebildet wird (Grafik entnommen aus
[166]
). 
Eine Überlagerung der Inhibitoren 27 und 50 in Matriptase (Abbildung 43) zeigte, das der D-
hTyr-Rest von 50 wesentlich tiefer in die S3/4-Tasche ragt und eine andere Lage als der 
dichlor-substiuierte Phenylring des Hemmstoffs 27 einnimmt. Der terminale Phenylring der 
Biphenyl-3-Sulfonylgruppe des Inhibitors 21 ist näher an den Matriptaserest Phe99 platziert. 
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Darüber hinaus ist der Ring des D-hTyr von Inhibitor 50 eher vertikal zu Trp215 ausgerichtet, 
wohingegen der dichlor-substiuierte Ring des Inhibitors 27 eher parallel zum Indolring des 
Trp 215 positioniert ist[166]. Diese Unterschiede könnten der Grund dafür sein, dass durch den 
Einbau von chlor- oder methoxysubstituierten D-hPhe-Analoga in P3-Position der 
substratanalogen Inhibitoren keine Verbesserung der Hemmwirkung erreicht werden 
konnte.  
3.1.3 Weitere Inhibitoren ohne P4-Rest 
In einer weiteren Synthesereihe sollte geprüft werden, ob durch verlängerte P3-Reste, 
welche möglicherweise tiefer in die Bindungstasche eindringen können, eine Verbesserung 
der Hemmwirkung gegenüber Matriptase erreicht werden kann. Die Synthese der 
substratanlogen Inhibitoren mit verlängertem P3-Rest ist am Beispiel der Verbindungen 109 
und 110 in Abbildung 44 dargestellt. 
 
Abbildung 44: Synthese der Inhibitoren mit D/L-Phenylpropylglycin in P3-Position, Reaktionsbedingungen und 
Reagenzien. (a) 1.2 Äquiv. Boc2O in Dioxan und Wasser, pH zirka 8,5, eingestellt mit 1N NaOH. (b) 1 Äquiv. BOP, 
2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (c) TFA, 1h, RT, präparative HPLC. 
Racemisches H-D/L-Gly(Phpr)-OH (107) wurde mittels Boc2O an seiner Aminofunktion 
geschützt. Das dabei erhaltene Boc-D/L-Gly(Phpr)-OH (108) wurde mit 1 Äquiv. 
H-Ala4-Amba × 2 HCl (85) unter Verwendung von 1 Äquiv. BOP und 2 Äquiv. DIPEA in DMF 
gekuppelt. Nach Entfernung des Lösemittels wurde die Schutzgruppe durch Behandlung mit 
TFA abgespalten und die zueinander diastereomeren Verbindungen 109 und 110 mittels 
präparativer HPLC getrennt. Die Synthese der Verbindungen 111 und 112 erfolgte auf 
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analoge Weise unter Verwendung des Intermediats H-Pro-4-Amba × 2 HCl (88). Die nach 
dem Kupplungsschritt und der Schutzgruppenabspaltung vorliegenden racemischen 
Inhibitoren wurden mittels präparativer HPLC voneinander getrennt.  
Wie zuvor beschrieben, wurde auch bei diesen Verbindungen festgelegt, dass der 
wirksamere Matriptasehemmstoff in P3-Position einen D-konfigurierten Aminosäurerest 
enthält. 
Die dargestellten Hemmstoffe wurden auf ihre Hemmwirkung gegenüber Matriptase, 
Thrombin und FXa untersucht (Tabelle 15). Die Durchführung der Messungen ist in Kapitel 
5.2 beschrieben. 
Tabelle 15: Inhibierung von Matriptase, Thrombin und FXa durch substratanaloge Inhibitoren mit 
Phenylpropylglycin in P3-Position. 
 
No P3 P2 
Ki (µM) 
Matriptase Thrombin FXa 
112 D-Gly(Phpr) Pro 1,4 0,001 5,6 
110 D-Gly(Phpr) Ala 1,5 0,009 10,7 
109 L-Gly(Phpr) Ala 15,0 0,8 45,4 






Abbildung 45: Modellierter Komplex des Inhibitors 110 im aktiven Zentrum der Matriptase.  Die Oberfläche des 
Enzyms ist in orange gezeigt, Kohlenstoffe des Inhibitors in grün, Sauerstoffe in rot und Stickstoffe in blau. Von 
der Matriptase sind nur die Reste Phe97, Phe99, Gln175 und Trp215 der S3/4-Tasche dargestellt. Zur Erstellung 
der Grafik wurde die P3-Seitenkette des Inhibitors aus Abbildung 40 mittels MOE editiert und das P2 Pro durch 
Ala ersetzt. Anschließend wurde eine Energieminimierung der P3-Seitenkette und des P2-Restes durchgeführt, 
alle anderen Reste blieben unverändert. 
Aus der in Abbildung 45 gezeigten Lage des Inhibitors ist nicht unmittelbar ersichtlich, 
warum der Ki-Wert des Inhibitors 110 im Vergleich zum kürzeren Analogon 49 mit D-hPhe ca. 
30-fach reduziert ist (1,4 µM vs. 0,044 µM). Der P3-Aromat des Hemmstoffs 110 scheint 
relativ günstig in der S3/4-Tasche über Trp215 platziert zu sein. Es kann jedoch sein, dass 
durch die zusätzlichen Freiheitsgrade der verlängerten Alkylkette die Konformation der P3-




3.1.4 Inhibitoren mit P4-Rest 
Aus vorigen Arbeiten war bekannt, dass die Abwesenheit eines P4-Restes die Hemmwirkung 
gegenüber Thrombin und FXa deutlich reduziert[82]. Da die Hemmwirkung gegenüber 
Matriptase durch das Hinzufügen eines P4-Restes jedoch in der Regel auch etwas stärker 
wird, wurde eine Reihe von Substanzen mit P4-Rest (Tabelle 16) hergestellt. Die Synthese 
der substratanlogen Hemmstoffe 113 und 114 ist am Beispiel der Verbindung 113 in 
Abbildung 46 gezeigt. 
 
Abbildung 46: Synthese der Inhibitoren, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA, DMF, RT. (b) präparative HPLC. 
H-Ala-4-Amba × 2 HCl (85) wurde unter Verwendung von 1 Äquiv. BOP und 2 Äquiv. DIPEA in 
DMF mit 1 Äquiv. Butylsulfonyl-D-hPhe-OH (115) gekuppelt. Nach Entfernung des Lösemittels 
wurde die Verbindung 113 mittels präparativer HPLC gereinigt. Die Synthese des 




Abbildung 47: Synthese des Hemmstoffes 117, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 1 Äquiv. BOP, 2 
Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (b) Präparative HPLC. 
Verbindung 117 wurde durch Kupplung von 1 Äquiv. H-D-N(EtO-Carboxymethyl)hPhe-Ala-OH 
(116) mit 4-Amidinobenzylamin × 2 TFA unter Verwendung von 1 Äquiv. BOP und 2 Äquiv. 
DIPEA in DMF erhalten und mittels präparativer HPLC gereinigt (Abbildung 47).  
Die dargestellten Hemmstoffe wurden auf ihre Hemmwirkung gegenüber Matriptase, 
Thrombin und FXa untersucht, die Ergebnisse sind in Tabelle 16 gezeigt. 





Matriptase Thrombin FXa 
113 Butylsulfonyl 0,052 0,055 0,006 
114 Methylsulfonyl 0,159 0,086 0,128 
117 H-N(Ethoxycarbonylmethyl) 0,544 0,259 1,564 




Die stärkste Matriptasehemmung wurde für Verbindung 113 bestimmt, jedoch liegt deren 
Wirksamkeit nur im selben Bereich wie zuvor für Inhibitor 49 beschrieben, dem direkten 
Analogon ohne P4-Rest. Wie daraus ersichtlich ist, besitzt 113 keine bessere Hemmwirkung 
gegenüber Matriptase als 49, darüber hinaus ist 113 deutlich weniger selektiv als 49. Folglich 
wurde der Ansatz, doch einen P4-Rest anzukoppeln, nicht weiter verfolgt. 
3.1.5 Substratanaloger Inhibitor basierend auf der Aktivierungssequenz  
Von einer kanadischen Gruppe[11] wurde ein selektiver Matriptaseinhibitor (Abbildung 21) 
mit einer Arginylketongruppe als P1-P1‘-Segment beschrieben, der auf der P4-P1-
Aktivierungssequenz (Arg-Gln-Ala-Arg) innerhalb der Proteasedomäne der Matriptase 
basiert (Abbildung 21 in der Einleitung). Diese Verbindung ist mit einer 
Inhibierungskonstante von 11 pM ein excellenter Hemmstoff der Matriptase, während 
andere verwandte Serinproteasen zwar deutlich schwächer, zum Teil jedoch immer noch im 
nanomolaren Bereich, gehemmt werden (Tabelle 2). 
Angeregt durch diese Ergebnisse wurde der ebenfalls auf der P4-P1-Aktivierungssequenz der 
Matriptase basierende Inhibitor 118 (Abbildung 48) hergestellt, der im Gegensatz zu den 
zuvor beschriebenen Inhibitoren mit Glutamin in P3-Position einen L-konfigurierten 
Aminosäurerest besitzt. 
 
Abbildung 48: Struktur des Inhibitors 118. 
Die Verbindung 118 zeigte eine schwächere Matriptasehemmung im Vergleich zu vielen der 
zuvor beschriebenen Derivate, wie Inhibitor 50 (Tabelle 17). 
Tabelle 17: Vergleich der Hemmkonstanten der Inhibitoren 50 und 118. 
No 
Ki (µM) 
Matriptase Thrombin FXa 
50 0,026 0,30 0,57 
118 0,131 16,017 14,495 
 
Die Hemmwirkung des Inhibitors 118 gegenüber Matriptase ist etwa um den Faktor 4 
geringer als für Hemmstoff 50, jedoch besitzt 118 eine deutlich erhöhte Selektivität 
gegenüber Thrombin und FXa, die beide nur marginal inhibiert werden. Zum besseren 
Verständnis des Bindungsmodus des Inhibitors 118 wurde ein Modell im Komplex mit 




Abbildung 49: Modellierter Komplex des Inhibitors 118 (Kohlenstoffatome in grün, Wasserstoff weiß, Stickstoff 
blau und Sauerstoff rot) im aktiven Zentrum der Matriptase (2GV6), dargestellt mit hellbrauner transparenter 
Oberfläche. Charakteristische Matriptasereste sind mit dunkelblauen Kohlenstoffen dargestellt, polare 
Wechselwirkungen als gelbe, gestrichelte Linien. 
Dazu wurden zunächst die Strukturen 3UTU[169] (Thrombin im Komplex mit einem 
substratanalogen Inhibitor, der eint L-Asn-Pro-4-Amba als P3-P1-Segment enthält) und 2GV6 
(Komplex eines 3-Amidinophenylalanin-Derivats mit Matriptase) mittels PyMOL überlagert. 
Danach wurden die Thrombinkoordinaten gelöscht und der Inhibitor in der 3UTU-Struktur 
mittels MOE editiert, wobei dessen P3-Rest durch Gln und der P4-Rest durch Arg ersetzt 
wurden. Anschließend erfolgte eine Energieminimierung der Seitenketten der P3- und P4-
Reste mittels MOE, alle anderen Reste blieben fixiert. Der modellierte Komplex zeigt die 
erwarteten Wechselwirkungen der Amidinogruppe des Inhibitors mit Asp189 und Ser190 am 
Boden der S1-Tasche. Das P1-Amid-NH des Inhibitors bindet an den Carbonyl-Sauerstoff des 
Ser214, weitere H-Brücken bestehen zwischen dem P3-Amid-NH und dem 
Carbonylsauerstoff von Gly216, sowie zwischen dem P3-Carbonylsauerstoff und dem Amid-





Die Matriptasehemmung der bereits bekannten Verbindung 50 (Ki = 0,026 µM) konnte durch 
keine der im Rahmen der vorliegenden Arbeit neu dargestellten substratanalogen 
Inhibitoren (Tabelle 14 bis Tabelle 17) verstärkt werden. Somit scheint D-h-Tyr, zum 
Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit, der am besten geeignete Rest für die Position P3 zu sein. 
Ob eine Verbesserung der Hemmwirkung durch veränderte Substitutionsmuster am 
P3-Aromaten erreicht werden kann, muss im Rahmen weiterer Arbeiten geklärt werden. 
Die Ergebnisse zeigen jedoch, das eine Erhöhung der Selektivität von 
Matriptasehemmstoffen gegenüber Thrombin und FXa durch Entfernung des P4-Restes 
möglich ist. 
Im folgenden Kapitel wird die Entwicklung substratanaloger Hemmstoffe der Serinprotease 
KLK7 beschrieben, welche ebenso wie Matriptase an der Entstehung einer Reihe von 







3.2 Kallikrein 7 
Das für die Untersuchungen verfügbare KLK7 lag in unbekannter Konzentration gelöst in  
einem 50 mM Tris-Puffer (pH = 8, Kapitel 5.2.4) vor. Aufgrund der geringen verfügbaren 
Enzymmenge wurde keine active-site-Titration zur Konzentrationsbestimmung des Enzyms 
durchgeführt. 
Zur Aktivitätsprüfung des Enzyms wurde zu Beginn das kommerziell verfügbare Substrat Suc-
Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Peptide Institute) verwendet und die enzymkinetischen Parameter KM 
und Vmax ermittelt. Die Messung erfolgte wie unter 5.2.4.1 beschrieben, die 
Substratkonzentrationen im Ansatz wurden im Bereich von 2,86 bis 72 µM variiert. Mittels 
Lineweaver-Burk-Auftragung wurden für dieses Substrat ein Vmax-Wert von 2,12 * 10
-4 RFU/s 
und ein KM-Wert von 140 µM bestimmt.  
3.2.1 Substrate des KLK7 
Aufgrund der schlechten Löslichkeit in Puffer muss das kommerziell erhältliche Substrat Suc-
Leu-Leu-Val-Tyr-AMC in DMSO angelöst werden. Es wird durch KLK7 nur moderat umgesetzt 
und besitzt einen relativ hohen KM-Wert, wodurch höhere Substratkonzentrationen in den 
Messungen notwendig sind, was den Substratverbrauch erhöht. Daher sollte zu Beginn der 
Arbeiten ein besseres Substrat für die weiteren Messungen mit den Inhibitoren entwickelt 
werden. Aus früheren Arbeiten[91] war bekannt, dass KLK7 Tyr in P1-Position bevorzugt, 
während Substrate mit Phe, Met, Nle und Ala in P1-Position deutlich schlechter gespalten 
werden. Dennoch wurden auch zwei Verbindungen mit Phe in Position P1 untersucht[91]. Als 
Maß für die Qualität der Substrate wurde der Quotient aus Vmax und KM verwendet. Um die 
Löslichkeit zu verbessern, wurde D-Arg in P3-Position eingebaut. 
Die Substrate wurden alle nach einer ähnlichen Strategie ausgehend vom P1-AMC-Baustein 
hergestellt, im Folgenden soll daher nur die allgemeine Synthesestrategie für das 




Abbildung 50: Synthese des Substrats 119, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA, DMF, RT. (b) TFA, 4h, 40 °C, präparative HPLC. 
Zur Synthese des Substrates 119 wurde 1 Äquiv. H-Pro-Tyr(tBu)-AMC × TFA (121) unter 
Verwendung von 1 Äquiv. BOP und 2 Äquiv. DIPEA in DMF mit 1 Äquiv. Mes-D-Arg(Pbf)- OH   
(120) gekuppelt. Nach Entfernung des Lösemittels wurden die Schutzgruppen durch 
Behandlung mit TFA abgespalten und das Endprodukt 119 mittels präparativer HPLC 
gereinigt. 
Die kinetischen Parameter der Substrate wurden wie in Kapitel 5.2.4.1 beschrieben 
bestimmt. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 18 gezeigt.  
Tabelle 18. Kinetische Parameter der untersuchten KLK7-Substrate. 






122 Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 227 5,81×10-4 2,56×10-6 
123 Mes-D-Arg-Pro-Phe-AMC 78 6,49×10-4 8,32×10-6 
124 Mes-D-Arg-Leu-Tyr-AMC 350 2,39×10-3 6,83×10-6 
119 Mes-D-Arg-Pro-Tyr-AMC 109 7,16×10-3 6,57×10-5 
125 Bzls-D-Arg-Pro-Tyr-AMC 109 2,03×10-3 1,86×10-5 
126 Bzls-D-Arg-Pro-Phe-AMC 24 1,49×10-4 6,19×10-6 
127 Mes-D-Arg-Tle-Tyr-AMC 179 2,32×10-3 1,30×10-5 
 
Viele der neu hergestellten Substrate werden effektiver als das Ausgangssubstrat 122 
umgesetzt. Ein Grund hierfür kann im Einbau des D-Arg in Position P3 liegen, dessen 
Seitenkette vermutlich die S3/4-Tasche des KLK7 im Vergleich mit den L-konfigurierten 
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Substraten besser adressieren kann. Die niedrigsten KM-Werte wurden für die P1-Phe-
Substrate 126 und 123 bestimmt, die höchsten Vmax-Werte für die beiden P1-Tyr-
Verbindungen 119 und 125. Bezüglich des Terms Vmax/KM  ist das Substrat 119 die günstigste 
Verbindung und ca. 25-fach besser geeignet als das kommerziell erhältliche 
Ausgangsderivat 122. Deshalb wurde das gut lösliche Substrat 119 für die späteren 
Inhibitormessungen verwendet, erste Messungen zum Screening der Hemmstoffe erfolgten 
noch mit dem von Anfang an verfügbaren Substrat 122. 
3.2.2 Screening vorhandener Inhibitoren 
Bisher wurden im Arbeitskreis neben den furinartigen Proproteinkonvertasen vor allem 
trypsinartige Serinproteasen wie Matriptase[166, 170], Urokinase[23, 171-173], Plasmin[174-175], 
Thrombin[80, 169] und Faktor Xa untersucht, die alle ein Asp189 am Boden der S1-Tasche 
besitzen und daher bevorzugt Substrate und Inhibitoren mit basischen P1-Resten erkennen. 
Jedoch gibt es auch andere Inhibitorstrukturen, vor allem für die Gerinnungsproteasen 
Thrombin[80, 176] und Faktor Xa[68], die in P1-Position einen meta-Chlor-substituierten 
Aromaten besitzen. Dessen Chloratom weist auf das Zentrum der phenolischen Seitenkette 
eines hochkonservierten Tyr228, das in fast allen Serinproteasen der S1-Familie vorhanden 
ist. Diese Interaktion ist für die Hemmwirkung entscheidend, dabei muss ein Wassermolekül 
verdrängt werden, dass in vielen Kristallstrukturen über dem Tyr228 platziert ist. Diese 
Inhibitoren bilden jedoch keinerlei Wechselwirkungen zum Asp189 aus. 
Als Gemeinsamkeit besitzen Thrombin und Faktor Xa einen Alaninrest in Position 190 direkt 
neben Asp189. Interessanterweise lassen sich die trypsinartigen Serinproteasen mit einem 
Ser190 an dieser Position in der Regel deutlich schlechter durch Inhibitoren mit 
chloraromatischen P1-Resten hemmen. Deshalb wurde vermutet, dass sich bei den Ala190-
Proteasen das über dem Tyr228 lokalisierte Wassermolekül im Vergleich zu den Proteasen 
mit Ser190 leichter verdrängen lässt, was zu einer stärkeren Hemmung durch Hemmstoffe 
mit m-Chlor-aromatischen P1-Resten führt. Andererseits gibt es auch einige Proteasen mit 
Ala190, wie Plasmakallikrein, Matriptase-2, HAT oder Faktor XIIa, die sich ebenfalls nur 
schlecht durch Hemmstoffe mit chlorsubstituierten P1-Aromaten hemmen lassen. 
Demzufolge muss es noch andere Gründe geben, warum sich einige trypsinartige 
Serinproteasen durch diese Hemmstoffe ohne basischen P1-Rest effektiv hemmen lassen 
und andere nicht. 
Da das KLK7 mit seiner chymotrypsinartigen Substratspezifität ein ungeladenes Asn189 und 
ein Ala190 in der S1-Tasche besitzt[145], wurde vermutet, dass sich diese Protease ebenfalls 
durch Hemmstoffe mit chloraromatischen P1-Resten hemmen lässt. Diese Annahme sollte 
durch das Screening erster Hemmstoffe mit solchen P1-Resten geprüft werden, die im 
Arbeitskreis aus den Arbeiten mit Thrombin- und FXa-Inhibitoren bereits vorhanden waren.  
Da anfänglich nur geringe Mengen an KLK7 verfügbar waren, wurde zum Screening der 
Hemmstoffe die verbleibende Restaktivität des Enzyms (siehe 5.2.4.2) bei einer 
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Inhibitorkonzentration von 10 µM im Ansatz bei konstanter Substratkonzentration bestimmt 
(Tabelle 19).  
Tabelle 19: Hemmwirkung vorhandener Inhibitoren auf KLK7. Das initiale Screening wurde mit dem 
kommerziellen Substrat 122 (47 µM im Ansatz) bei einer Inhibitorkonzentration von 10 µM durchgeführt. 
Nr. P4 P3 P2 P1 Restaktivität in % 
1  Bzls D-Arg Pro AMCB 7,1 
128  Bzls D-Chaa Pro AMCB 9,2 
129 Bzls D-Arg Pro (3-Cl)Amb 9,3 
130  Bzls D-Arg Pro (2,5-Cl2)Amb 20,7 
131  Bzls D-Leu Pro AMCB 33,3 
132  Bzls Gly Pro AMCB 38,8 
133  H D-Cha Pro 4-Amba 43,2 
134  Bzls D-Val Pro AMCB 66,5 
135  (3-Cl,4-MeO)-Bzs Asn(4-CN-Bzl) Pro AMCB 72,7 
136  H D-Phe Pro AMCB 84,6 
137 Bzls D-Ala Pro AMCB 91,7 




Wie vermutet, zeigten die Verbindungen mit einem m-Chlor-substituierten aromatischen P1-
Rest eine signifikante Hemmwirkung auf KLK7, die stärkste Wirksamkeit wurde für den 
Inhibitor 1 (Abbildung 51) mit der Struktur Bzls-D-Arg-Pro-AMCB bestimmt. Das P3-Gly-
Derivat 132 und der einzige Inhibitor 135 mit einem in der Seitenkette modifizierten L-Asn 
als P3-Rest waren beide deutlich weniger wirksam als die D-Arg-Hemmstoffe. Für den 
kommerziell verfügbaren nichtpeptidischen FXa-Hemmstoff Rivaroxaban mit einem Chlor-





Abbildung 51: Inhibitor 1. 
Für den AMCB-Rest war aus Kristallstrukturuntersuchungen im Komplex mit Thrombin[80] 
bekannt, dass das 5-Cl-Atom des P1-Aromaten eine Halogen-π-Interaktion mit Tyr228 der 
S1-Tasche ausbildet, das ebenfalls  bei KLK7 an dieser Position vorhanden ist (Abbildung 52). 
Analoge Halogen-π-Interaktion zwischen den P1-Rest und Tyr228 sind auch aus Arbeiten zur 
Entwicklung von FXa-Hemmstoffen, wie Rivaroxaban, bekannt[177-178] bekannt. 
 
Abbildung 52: Wechselwirkungen des Inhibitors Bzls-D-Ala-Pro-AMCB (1) (Kohlenstoffe gelb, Sauerstoff rot, 
Stickstoff blau, Chlor grün) im Komplex mit Thrombin. Vom Thrombin sind nur die Reste Tyr228, Gly219 und 
Glu217 gezeigt (Kohlenstoffe hellblau, Sauerstoff rot, Stickstoff blau, Chlor grün). Die Abstände sind in Å 
angegeben. Grafik entnommen aus
[80]
.  
Auch die 2-Aminomethyl-Gruppe des AMCB ist an mehreren Wechselwirkungen beteiligt, im 
Falle des Thrombins wurden polare Kontakte zu den Carbonyl-Gruppen von Gly216 (in 
Abbildung 52 nicht gezeigt) und Gly219 gefunden[80], jeweils über eine Distanz von 3,1 Å. 
Prinzipiell sollten einige dieser Wechselwirkungen auch bei der Hemmung des KLK7 möglich 
sein, wie zum Tyr228 oder den Carbonylgruppen der Reste Gly216 und/oder Pro219. 
Wie in Abbildung 52 zu erkennen, gibt es keinerlei Wechselwirkungen des P1-AMCB-Restes 
zur Seitenkette des Asp189 am Boden der S1-Tasche des Thrombins. Daher wurde vermutet, 
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dass Verbindungen mit AMCB in P1-Position auch KLK7 mit einem Asn189 an dieser Position 
hemmen könnten. 
Aus diesem 1. Screening wurde auch ersichtlich, dass ein D-Arg in P3-Position in diesen 
substratanalogen Strukturen etwas besser als die untersuchten ungeladenen Reste geeignet 
ist. was möglicherweise auf Kation-π-Interaktionen mit Trp215 am unteren Randder S3/4-
Tasche zurückzuführen ist. 
Zur Klärung eines möglichen Bindungsmodus wurde ein Komplex des Inhibitors 1 in KLK7 
erstellt (Abbildung 53). Hierzu wurden die Strukturen 3EQ0 (1 in Thrombin) und 2QXI (KLK7 
im Komplex mit dem Inhibitor Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK) mittels PyMol überlagert. 
 
Abbildung 53: Modellierter Komplex des Inhibitors 1 (Bzls-D-Arg-Pro-4-AMCB, Kohlenstoffe weiß, Stickstoff 
blau, Sauerstoff rot, Schwefel gelb und Chlor grün) in KLK7 (PDB: 2QXI, Oberfläche in transparentem hellrosa). 
Die Atome der KLK7-Reste Asn189, Gly216, Thr217 Tyr228 sind analog eingefärbt. Ausgewählte Abstände sind 
als gestrichelte Linien gezeigt und in Å angegeben.  
Für die polaren Kontakte der Aminomethylgruppe des P1-Aromaten des Inhibitors 1 zu den 
Carbonyl-Sauerstoffen von Gly216 und Thr217 wurden Distanzen von jeweils 3,9 Å 
gefunden. Jedoch sind diese Abstände für effektive Wasserstoffbrückenbindungen zu lang. 
Die vermutete Ausrichtung des Chlorsubstituenten am P1-Aromaten in Richtung der Tyr228-
Seitenkette ist allerdings sehr ähnlich wie in vielen Kristallstrukturen des Thrombins oder des 
FXa im Komplex mit Chloraromaten beschrieben.  
3.2.3 Modifizierung der P1-Position 
In der Folge wurde geprüft, ob durch andere P1-Reste eine Verbesserung der Hemmwirkung 
gegenüber KLK7 erreicht werden kann. Da bei den initialen Messungen (Tabelle 19) 
festgestellt wurde, dass eine m-Chlor-Substitution an der P1-Gruppe vorteilhaft zu sein 
scheint[176-180], wurde bei der Auswahl weiterer P1 Reste ein besonderes Augenmerk auf 
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Halogen-substituierten P1-Aromaten gelegt. Jedoch wurden auch noch weitere Reste ohne 
Halogen an P1-Position getestet. Als Leitstruktur der Untersuchung diente Verbindung 1 
deren P4-P2-Segment (Bzls-D-Arg-Pro) nicht verändert wurde. 
Die in der vorliegenden Messreihe untersuchten Verbindungen wurden, sofern nicht im 
Arbeitskreis verfügbar, nach folgendem Schema (Abbildung 54) dargestellt. Die Synthese ist 
am Beispiel der Verbindung 140 beschrieben. Dabei wurde der in der Seitenkette des D-Arg 
Restes ungeschützte Baustein Bzls-D-Arg-Pro-OH an verschiedene P1-Reste gekuppelt und 
anschließend das Produkt mittels präparativer HPLC gereinigt. Weitere Verbindungen 
wurden analog unter Verwendung anderer P1-Reste hergestellt. 
 
Abbildung 54: Synthese des Inhibitors 140, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA, DMF, RT. (b) Präparative HPLC. 
Zur Synthese des Inhibitors 140 wurde 1 Äquiv. Bzls-D-Arg-Pro-OH × HCl (139) unter 
Verwendung von 1 Äquiv. BOP und 2 Äquiv. DIPEA in DMF mit 1 Äquiv. 3,4-Di-Chlor-
Benzylamin gekuppelt und mittels präparativer HPLC gereinigt.  
Es wurde die bei Verwendung der untersuchten Hemmstoffe verbleibende Restaktivität 
bestimmt (siehe 5.2.4.2). Die Konzentration der vermessenen Inhibitoren im Messansatz 
betrug hierbei jeweils 10 µM. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 20 gezeigt. Zum 
Vergleich wurde die bereits in Tabelle 19 zuvor beschriebene Verbindung 1 und einige 
weitere Derivate nochmals mit dem neuen Substrat 119 vermessen. 
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Tabelle 20: Modifizierung der P1-Position. Die Restaktivitäten wurden in Gegenwart des Substrates 119 (70 



















































Die vier wirksamsten Inhibitoren besitzen alle ein Chlor-Atom in meta-Position am 
P1-Aromaten. Daher kann davon ausgegangen werden, dass sich zwischen diesem Chlor-
Atom und der Seitenkette des Tyr228 ebenfalls Halogen-π-Interaktionen ausbilden, wie es 
von zahlreichen Strukturen des Thrombins im Komplex mit analogen Inhibitoren bekannt ist 
(Abbildung 52). Jedoch wurde eine sehr schwache Hemmwirkung für die Verbindung 147 
festgestellt, die ebenfalls diese Chlorsubstitution besitzt, jedoch noch zusätzlich mit einer 
Hydroxylgruppe in para-Position modifiziert ist, die offenbar stört. 
Der Vergleich der Hemmwirkung der Inhibitoren 1 und 129 zeigt, dass sich die Restaktivität 
nach Entfernung des Aminomethylrestes in ortho-Position erhöht. Demzufolge trägt die 
Aminomethylgruppe in ortho-Position des P1-Aromaten zur Hemmung bei. 
Der Inhibitor 148 mit dem Chlorthiophen-Rest in P1-Position, der im im Rivaroxaban[181] als 
P1-Rest eingebaut wurde, ist nur ein sehr schwacher Hemmstoff. Die Verbindung ist viel 
schwächer wirksam als die Verbindung 129 mit dem m-Chlor-substituierten Benzylamin.  
Alle Inhibitoren ohne die m-Chlor-Substitution am P1-Aromaten zeigten generell eine hohe 
Restaktivität und demzufolge schwache Hemmwirkung. Dies ist ein weiteres Indiz für den 
Beitrag der m-Chlor-Substitution am P1-Aromaten substratanaloger Inhibitoren für die KLK7-
Hemmung. 
Wie erwartet, zeigt das P1-Amba-Derivat 31, das ein sehr guter Inhibitor zahlreicher 
trypsinartiger Serinproteasen wie Thrombin (Ki = 0,0035 µM) und FXa (Ki = 0,0029 µM) ist, 
nur eine relativ schwache Hemmwirkung auf KLK7. Normalerweise sollte das Benzamidin 
sterisch in die S1-Tasche des KLK7 mit dem Asn189 am Boden passen, da dieser Rest eine 
vergleichbare Größe wie Asp189 hat. Offenbar gibt es jedoch keine günstigen 
Wechselwirkungen zwischem dem Amidin und dem ungeladenen Seitenkettenamid des 





3.2.4 Modifizierung der P3-Position 
Im Folgenden wurde geprüft, ob durch Austausch des D-Arg-Restes in P3-Position dieses 
substratanalogen Inhibitortyps eine Verbesserung der Hemmwirkung gegenüber KLK7 
möglich ist. 
Die in dieser Serie neu synthetisierten Verbindungen wurden nach dem in Abbildung 55 
gezeigten Schema dargestellt, einige Verbindungen waren bereits im Arbeitskreis verfügbar. 
Unter anderem wurden auch die Chlor-substituierten Homophenylalanine eingebaut, die 
bereits zuvor zur Synthese der substratanalogen Matriptasehemmstoffe hergestellt wurden. 
Die Synthese ist am Beispiel der Verbindung 153 gezeigt, weitere Verbindungen wurden 
analog mit anderen Benzylsulfonyl-geschützten Aminosäuren hergestellt.  
 
Abbildung 55: Synthese der Inhibitoren, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA, DMF, RT. (b) 10 % Diethylamin in DMF, RT, HOAc. (c) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (d ) TFA, 
1h, RT, präparative HPLC. 
Zur Synthese des Inhibitors 153 wurde 1 Äquiv. Bzls-D-hPhe-OH (151) unter Verwendung von 
1 Äquiv. BOP und 2 Äquiv. DIPEA in DMF mit 1 Äquiv. des am P1-Rest Boc-geschützten P2-P1-




Zur Bestimmung der Hemmwirkung auf KLK7 wurde wiederum die verbleibende 
Restaktivität bestimmt (siehe 5.2.4.2). Die Konzentration der vermessenen Inhibitoren im 
Messansatz betrug hierbei jeweils 10 µM, als Substrat wurde Verbindung 119 mit einer 
Konzentration von 50 µM im Ansatz verwendet. Die Ergebnisse der Messungen sind in 
Tabelle 21 gezeigt. Aufgrund der starken Hemmwirkung < 2 % Restaktivität wurden die 
beiden wirksamsten Verbindungen 154 und 153 sowie die schwächer wirksame 
Referenzverbindung 1 zusätzlich bei einer 10-fach niedrigeren Inhibitorkonzentration von 1 
µM untersucht. Bei den Diastereomerenpaaren 155/159 und 156/157, welche (siehe 5.4.2.4) 
unter Verwendung racemischer P3-P4-Bausteine wurde dem jeweils stärker hemmenden 
Inhibitor die D-Konfiguration in P3 zugeordnet. 
Tabelle 21: Modifizierung der P3-Position. Die Restaktivitäten des KLK7 wurden mit einer 
Inhibitorkonzentration von 10 µM in Gegenwart von 70 µM des Substrats 119 bestimmt. Die Verbindungen 
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Als bester Inhibitor innerhalb dieser Inhibitorserie erwies sich Verbindung 154 mit D-hTyr in 
Position P3, der bereits als sehr günstiger P3-Rest für Matriptase[166] und Faktor Xa[68] 
identifiziert wurde. Abbildung 61 zeigt den modellierten Bindungsmodus des Inhibitors 154 
in KLK7. B 
 
Abbildung 56: Modellierter Komplex des Inhibitors 154 (Kohlenstoff in grau, Sauerstoff rot, Stickstoff blau, 




Das in Abbildung 56 gezeigte Modell wurde auf folgende Weise erstellt. Die Struktur des 
Inhibitors 154 wurde mit dem Programm MOE (Version 2014.9, 32 bit, Chemical Computing 
Group, Montreal, Kanada) erstellt und energieoptimiert. Anschließend wurde die Struktur 
mittels LeadIT (Version 2.1.8, BioSolveIT GmbH, Sankt Augustin, Deutschland) in das aktive 
Zentrum des KLK7 (PDB: 2QXI) gedockt. Die erhaltenen Dockinglösungen wurden manuell 
geprüft. Die sinnvollste Lösung wurde exportiert und die Abbildung 56 mit der Software 
Discovery Studio Visualizer (Version 4.5.0.15071, Dassault Sytemes, Vélizy-Villacoublay, 
Frankreich) erstellt. Für das Docking wurde festgelegt, dass die Carbonyl-Sauerstoffe von 
Ser214 und Gly216 als Wasserstoffbrückenakzeptoren und der Amid-Stickstoff des Gly216 
als Wasserstoffbrückendonor fungieren soll. Diese Wechselwirkungen existieren in fast allen 
Komplexen der Serinproteasen der S1 Familie mit substratanalogen Hemmstoffen, und mit 
diesen Einschränkungen liefert das Docking sinnvollere Ergebnisse. Darüber hinaus wurde 
festgelegt, dass das Chloratom am P1-Rest des Inhibitors auf den aromatischen Ring von 
Tyr228 gerichtet sein soll. Die durch diese Prozedur erhaltenen Wechselwirkungen des KLK7 
in Komplex mit Inhibitor 154 sind in Abbildung 57 dargestellt. 
 
Abbildung 57: Mittels Docking bestimmter Bindungsmodus des Inhibitors 154 im aktiven Zentrum des KLK7. 
Polare Wechselwirkungen sind durch gestrichelte Linien dargestellt, charakteristische Bindetaschen mit den 
entsprechenden Resten des KLK7 sind grün markiert. 
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Möglicherweise kann die Hydroxylgruppe an der Seitenkette des D-hTyr polare 
Wechselwirkungen zu Carbonylen in der S3/4-Tasche des KLK7 ausbilden, wie es für die 
Struktur des Inhibitors H-D-hTyr-Ala-4-Amba im Komplex mit Trypsin gezeigt wurde[166]. Diese 
zusätzlichen Wechselwirkungen könnten die etwas stärkere Hemmwirkung des Inhibitors 
154 im Vergleich zur D-hPhe-Verbindung 153 erklären. 
 
3.2.5 Untersuchungen zur Position P2 
Wie im Falle der Urokinase ist die P2-Bindungstasche in ihrer Größe primär durch His99 
begrenzt, was dazu führt, das eher kleine hydrophobe Reste in P2-Position bevorzugt 
werden[91]. Die bislang untersuchten Hemmstoffe besaßen alle ein Prolin in P2-Position, da 
dieser rigide Aminosäurerest für substratanaloge Hemmstoffe vieler trypsinartiger 
Serinproteasen besonders günstig ist. Andererseits ist das auch ein Nachteil, da man mit 
Prolin in P2-Position die Selektivität der Verbindungen wenig beeinflussen kann. In einer 
weiteren Inhibitorserie sollte geprüft werden, ob auch andere Reste für diese Position 
geeignet sind. 
Sofern die Verbindungen nicht im Arbeitskreis verfügbar waren, erfolgte die Synthese wie in 
Abbildung 55 zuvor für die Verbindung 153 beschrieben. Hierbei startete die Synthese mit 
den unterschiedlichen Fmoc-geschützten P2-Resten. Zur Synthese des Serin-Derivates 160 
wurde mit Fmoc-Ser(tBu)-OH und im Falle der Pro(NH2)-Verbindungen 161 und 162 mit 
kommerziell erhältlichem Fmoc-Pro(4-S-Boc-NH)-OH bzw. Fmoc-Pro(4-RBoc-NH)-OH 
begonnen. 
Auch für diese Hemmstoffe wurde die KLK7-Restaktivität bei einer Inhibitorkonzentration 





Tabelle 22: Modifizierung der P2-Position. Die Restaktivitäten des KLK7 wurden mit einer 
Inhibitorkonzentration von 10 µM in Gegenwart von 50 µM des Substrats 119 bestimmt. 
 
 


























Als günstigster P2-Rest erwies sich das bereits zuvor immer genutzte Prolin. Eine relativ 
starke Hemmwirkung wurde nur noch für das Pro(4S-NH2)-Derivat 161 gefunden. Die 
Ergebnisse deuten auch darauf hin, dass die zyklischen und daher rigideren Iminosäuren als 




Abbildung 58: Modellierter Komplex des Inhibitors 161 (Kohlenstoffatome grün, Wasserstoff weiß, Stickstoff 
blau und Sauerstoff rot) im aktiven Zentrum des KLK7 (Oberfläche in hellbraun, PDB: 2QXI). Der Inhibitor 161 
wurde mittels LeadIT in das aktive Zentrum des KLK7 gedockt.  
 
Es ist in Abbildung 58 zu erkennen, dass die Aminofunktion des Pro(S-4-NH2) von der 
Bindetasche weg nach außen zeigt und daher sterisch nicht mit der Enzymoberfläche 
kollidiert. Dies könnte die erhöhte Affinität des Inhibitors 161 im Vergleich zum Analogon 
162 erklären. Möglicherweise führt der Einbau des Pro(R-4-NH2) zu einem sterischen 
Konflikt, wodurch die KLK7-Hemmung abgeschwächt wird. Aufgrund dieser Unterschiede 
wurde geschlussfolgert, dass die eher ins Lösungsmittel ragende Aminofunktion des Pro(4S-
NH2) des Inhibitors 161 weiter modifiziert werden kann, um die Selektivität der 
Verbindungen zu verbessern. Diese Arbeiten werden später im Abschnitt 3.2.7 beschrieben.   
3.2.6 Modifizierung der P4-Position 
Bei den zuvor beschriebenen Hemmstoffen wurde immer der Benzylsulfonylrest in P4-
Position eingebaut, der sich bei vielen substratanalogen Hemmstoffen trypsinartiger 
Serinproteasen als besonders geeignet erwiesen hatte. Zur Modifizierung der P4-Position 
wurde das D-hPhe-Pro-AMCB P3-P1-Segment konstant gehalten und nur die N-terminale 
Gruppe ausgetauscht. 
All diese Verbindungen wurden wie zuvor für das Benzylsulfonyl-Derivat 153 in Abbildung 55 
unter Verwendung der unterschiedlichen Sulfonylchloride hergestellt und wieder die 




Tabelle 23: Modifizierung der P4-Position. Die Restaktivitäten wurden bei einer Inhibitorkonzentration von 
1 µM mit dem Substrat 119 (50 µM im Ansatz) bestimmt. 
 
 













































Die Verbindungen 153 und 167 erwiesen sich als die wirksamsten Hemmstoffe dieser 
Inhibitorserie. Auf Grund der geringen Wirkungsunterschiede und der leichteren 
Verfügbarkeit des unsubstituierten Benzylsulfonylchlorids im Vergleich zum 
4-Cyano-Benzylsulfonylchlorid wurden keine weiteren Hemmstoffe mit dem 
4-Cyano-Benzylsulfonylrest hergestellt. 
3.2.7 Selektivität der Verbindungen 
Der wirksamste P1-Rest, das 2-Aminomethyl-5-Chlor-Benzylamin war aus der Entwicklung 
von Thrombin- und FXa-Hemmstoffen bekannt. Man wusste auch, das Prolin in P2-Position, 
D-konfigurierte Homophenylalanin-Derivate in P3-Position und N-terminale 
Benzylsulfonylreste für substratanaloge Thrombin- und FXa-Inhibitoren geeignet sind.  
Daher war zu vermuten, dass Verbindungen wie die Hemmstoffe 153, 154 und 161 sehr 
wahrscheinlich Thrombin und FXa deutlich stärker als KLK7 hemmen. Das wurde in 
enzymkinetischen Messungen bestätigt (Tabelle 24).  
Tabelle 24: Vergleich der Hemmung von KLK7, Thrombin und FXa durch die Inhibitoren 153, 154 und 161. 
No 
Ki (µM) 
KLK7a Thrombinb FXaa 
153  2,78E-01 5,47E-04 4,06E-02 
154 5,90E-02 6,02E-04 2,04E-02 
161  1,62E-01 3,18E-04 5,60E-03 
a
Bestimmung des Ki-Wertes aus IC50-Werten mittels der Cheng-Prussoff-Gleichung (siehe Kapitel 5.2) 
b








Wie aus Tabelle 24 ersichtlich, hemmen die Verbindungen 153, 154 und 161 vor allem 
Thrombin aber auch FXa deutlich stärker als KLK7. Demzufolge könnte die Verwendung 
dieser Verbindungen zu Blutungskomplikationen führen, wenn sie intravenös verabreicht 
werden. Eventuell könnte jedoch eine topische Applikation zur Behandlung von 
Hauterkrankungen möglich sein, da man davon ausgehen kann, dass die Wirkstoffe bei 
dieser Anwendung die Zirkulation kaum erreichen. Dennoch wäre es wünschenswert, die 
Hemmwirkung auf die Gerinnungsproteasen Thrombin und FXa abzuschwächen.  
Um eine reduzierte Thrombinhemmung zu erhalten, sollte ein sterischer Konflikt mit dem 
Thrombin-spezifischen 60er-Loop induziert werden[183]. Dieser Loop ist im Falle des 
Thrombins(Abbildung 60b) über der S2-Tasche platziert und wird im Wesentlichen von den 
insertierten Resten Tyr60A-Pro60B-Pro60C-Trp60D ausgebildet. Dieser Loop ist in KLK7 nicht 
vorhanden(Abbildung 60a), sodass diese Bindetasche relativ frei zugänglich ist.  
 
 
Abbildung 60: Modellierter Komplex des Inhibitors Bzsl-D-Arg-Pro-4-AMCB (1) (Kohlenstoffe in grün, Stickstoff 
in blau, Sauerstoff rot und Schwefel gelb) in (A) KLK7 (PDB: 2GV6, mit violetter Oberfläche) und (B) 
Kristallstruktur im Komplex mit Thrombin (PDB: 3EQ0, mit hellbrauner Oberfläche). Im Falle des Thrombins 
liegt der sogenannte 60er-Loop (oliv) direkt über der S2-Bindetasche und schränkt den Zugang zum aktiven 
Zentrum ein. 
Wie bereits in Abbildung 58 gezeigt, ist die Aminofunktion des Pro(S-4-NH2) in Position P2 
des Inhibitors 161 vermutlich nach außen ins Lösungsmittel gerichtet. Die Acylierung der 
Aminogruppe sollte daher im Falle des KLK7 akzeptiert werden, während es zu einem 
sterischen Konflikt mit dem 60er-Loop des Thrombins kommen könnte. Es wurden daher 
Verbindungen (Tabelle 25) synthetisiert, bei denen diese Aminofunktion acyliert wurde, um 
die Thrombinhemmung zu reduzieren.  
Die untersuchten Verbindungen wurden nach der folgenden Strategie zur Synthese der 
Verbindung 184 (Abbildung 61) hergestellt. Die anderen Hemmstoffe wurden auf analoge 




Abbildung 61: Synthese des Inhibitors 184, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. 
DIPEA, DMF, RT. (b) Mes-Cl, N(Et)3, DCM, RT. (c) NaN3, DMSO, 90°C. (d) MeOH, Pd/C, H2, RT. (e) 1 Äquiv. BOP, 2 
Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (f) 1 N NaOH, Dioxan. (g) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (h) TFA, 1h, RT, 
präparative HPLC. 
Zunächst wurde 1 Äquiv. Bzls-D-hPhe-OH (151) mit H-Pro(R-4-OH)-OMe × HCl gekuppelt, 
wobei das Dipeptid 179 erhalten wurde. Verbindung 179 wurde an ihrer Hydroxylfunktion 
mesyliert, das Intermediat 180 wurde mit Natriumazid zu Bzls-D-hPhe-Pro(4S-N3)-OMe (181) 
umgesetzt. Durch Hydrierung mittels H2 bei Normaldruck wurde Verbindung 182 erhalten. 
An diese Verbindung wurde Boc-Val-OH gekuppelt. Die Verseifung des Methylesters ergab 
Intermediat 183, das mit Boc-geschütztem AMCB gekuppelt und abschließend entschützt 
wurde (Abbildung 61).  
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Für die erhaltenen Inhibitoren wurde die KLK7-Restaktivität bestimmt, die 
Inhibitorkonzentration im Messansatz betrug 1 µM (siehe 5.2.4.2). Die Ergebnisse der 
Messungen sind in Tabelle 25 gezeigt. 
Tabelle 25: KLK7 Hemmung durch acylierte 4-Aminoprolinderivate. Die Restaktivitäten wurden bei einer 
Inhibitorkonzentration von 1 µM mit dem Substrat 119 (50 µM im Ansatz) bestimmt. Der unacylierte Inhbitor 
161 ist als Vergleich angegeben. 
 
 

































Die stärkste Hemmwirkung dieser Serie wurde für Inhibitor 184 bestimmt, dessen 
Aminofunktion am Pro(4S-NH2)-Baustein mit Valin acyliert ist. Das analoge D-Val-Derivat 192 
hat sich als deutlich weniger aktiv erwiesen. 
Tabelle 26: Vergleich der KLK7-Hemmung durch die Inhibitoren 153, 161 und 184. 
No 
Ki (µM) 
KLK7a Thrombinb FXaa 
153  2,78E-01 5,47E-04 4,06E-02 
161  1,62E-01 3,18E-04 5,60E-03 
184  2,96E-01 1,10E-02 1,25E-02 
a
Bestimmung des Ki-Wertes aus IC50-Werten. 
b
Bestimmung des Ki-Wertes aus Dixon-Plots.
[182]
  
Durch die sterisch anspruchsvolle Modifikation des P2-Restes konnte die Hemmwirkung der 
Verbindung 184 (Tabelle 26) auf Thrombin um den Faktor 20 (153 vs. 184) erniedrigt 
werden, dagegen blieb die Inhibierung des KLK7 nahezu unverändert. Jedoch wurde FXa 
sogar etwas stärker inhibiert, demzufolge konnte nur die Selektivität gegenüber Thrombin 
verbessert werden. Das an seiner Aminofunktion unsubsstiuierte 161 hemmt KLK7 etwas 
stärker als 184, ist jedoch deutlich unselelktiver. 
 
Abbildung 62: Mittels LeadIT gedockter Komplex des Inhibitors 184 (Kohlenstoffe in grün, Wasserstoffe weiß, 
Stickstoffe blau, Sauerstoffe rot und Schwefel ocker) im aktiven Zentrum des KLK7 (Oberfläche in rosa).  
Abbildung 62 zeigt die modellierte Lage des Inhibitors 184 im aktiven Zentrum des KLK7. Das 
an den P2-Rest gekuppelte Valin ragt aus der Bindetasche heraus ins Lösungsmittel. Daher 
bleibt die Hemmwirkung auf KLK7 nahezu unverändert. Im Gegensatz dazu sollte der 
Valinrest mit dem 60er-Loop des Thrombins sterisch kollidieren, daher nimmt die 
Hemmwirkung auf Thrombin deutlich ab.  
Zur Erstellung von Abbildung 62 wurde der Inhibitor 184 mit dem Programm MOE 
energieoptimiert und im Anschluss daran mittels LeadIT in das aktive Zentrum des KLK7 
gedockt. Um die Qualität der Dockinglösungen zu verbessern, wurden mehrere Bedingungen 
vorgegeben. Die Rückgrat-Carbonyl-Sauerstoffe des Ser214 und des Gly216 sollten beide ein 
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Wasserstoffbrückenakzeptor sein und das Amid-NH des Gly216 als 
Wasserstoffbrückendonor fungieren. Es wurde zusätzlich festgelegt, dass das Chloratom am 
P1-Rest des Inhibitors über dem aromatischen Ring des Tyr228 platziert sein soll.  
Da bei den Verbindungen mit Pro in P2-Position festgestellt wurde, dass die Hemmwirkung 
durch Ersatz des D-hPhe in 153 durch D-hTyr ca. dreifach stärker wird, wurde auch das D-
hTyr-Derivat (198) des Hemmstoffs 184 synthetisiert (Abbildung 63). 
 
Abbildung 63: Synthese des Inhibitors 198, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 1 Äquiv. Bop, 2 Äquiv. 
DIPEA, DMF, RT. (b) MeOH, Pd/C, H2, RT. (c) 1 Äquiv. Bop, 2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (d) 1 N NaOH, Dioxan. (e) 1 
Äquiv. Bop, 2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (f) TFA, 1h, RT, präparative HPLC. 
Die Synthese der Verbindung 198 (Abbildung 63) erfolgte mit einem in der Seitenkette 
ungeschützten D-h-Tyr weitestgehend analog der bereits beschriebenen Strategie für den D-
hPhe-Inhibitor 184 (Abbildung 61). Jedoch wurde im Unterschied zur Synthese von 184, zur 
Vermeidung einer Mesylierung an der OH-Gruppe des D-hTyr, die Kupplung (Abbildung 63 a) 




Durch den Austausch des P3-D-hPhe gegen P3-D-hTyr konnte die Restaktivität des KLK7 bei 
einer Inhibitorkonzentration von 1 µM im Messansatz um den Faktor 1,6 von 23,2 % auf 14,2 
% gesenkt werden. Diese Tendenz wurde auch aus dem Vergleich der Hemmkonstanten 
ersichtlich. Die D-hTyr-Verbindung 198 mit einem Ki-Wert von 91 nM ist ca. dreifach stärker 
wirksam als der Inhibitor 184. (Tabelle 27).  
Tabelle 27: Vergleich der Hemmkonstanten der Hemmstoffe 184 und 198. 
No 
Ki (µM) 
KLK7a Thrombinb FXa a 
184  2,96E-01 1,10E-02 1,25E-02 
198 9,06E-02 4,10E-02 9,60E-03 
a
Berechnung des Ki-Wertes aus IC50-Werten. 
b
 Bestimmung des Ki-Wertes aus Dixon-Plots
[182]
.  
Die Hemmwirkung auf Thrombin wurde durch den Einbau des D-hTyr-Bausteins etwas 
abgeschwächt, jedoch wurde FXa durch das Derivat 198 sogar stärker inhibiert. Diese 
Tendenz entspricht den Ergebnissen aus früheren Arbeiten zur Entwicklung substratanaloger 
FXa-Inhibitoren[184-185].  
Um die FXa-Hemmwirkung zu reduzieren, wurde zusätzlich der N-terminale 
Benzylsulfonylrest des Inhibitors 184 durch eine Ethylsulfonyl-Gruppe im Hemmstoff 199 
ausgetauscht[82]. Die Synthese des Inhibitors 199 erfolgte analog zur Synthese des 
Hemmstoffs 184 (Abbildung 61Abbildung 64). 




a Restaktivität KLK7b 
184  2,96E-01 23,15 % 
199  6,35E-01 48,15 % 
a
Berechnung der Hemmkonstanten aus IC50-Werten. 
b
Bestimmmung der Restaktivität bei einer Inhibitorkonzentration von 1 µM. 
Da der Ethylsulfonyl-Hemmstoff 199 im Vergleich zum Benzylsulfonyl-Derivat 184 KLK7 
schwächer hemmt (Tabelle 28), wurde auf weitere Selektivitätsmessungen verzichtet.  
3.2.8 Synthese eines zyklischen Inhibitors 
Von einigen Hemmstoffen verwandter Serinproteasen ist bekannt[175, 186-188], dass durch 
geeignete Zyklisierung des Inhibitors eine erhöhte Affinität aufgrund der Fixierung einer 
bevorzugten Konformation erreicht werden kann. Ebenso waren in der Literatur[165] bereits 
zyklische Hemmstoffe des KLK7 beschrieben. Es wurde daher abschließend der zyklische 
Hemmstoff 205 hergestellt, der als ein zyklisches Analogon der Verbindung 153 angesehen 
werden kann. Die Synthese ist in Abbildung 64 beschrieben. Im ersten Schritt wurde die 
Ausgangsverbindung 200 mit Bernsteinsäureanhydrid acyliert, anschließend die Nitrogruppe 
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reduziert und das Intermediat 202 zyklisiert. Nach Verseifung wurde der Boc-geschützte 
P1-Baustein gekuppelt und im letzten Schritt die Boc-Gruppe abgespalten. 
 
 
Abbildung 64: Synthese der zyklischen Verbindung 205, Reaktionsbedingungen und Reagenzien. (a) 2 Äquiv. 
DIPEA, DMF, RT. (b) MeOH, Pd/C, H2, RT. (c) 1 Äquiv. BOP, 2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (d) 1 N NaOH, Dioxan. (e) 1 
Äquiv. BOP, 2 Äquiv. DIPEA, DMF, RT. (f) TFA, 1h, RT, präparative HPLC. 
Jedoch erwies sich der Inhibitor 205 als relativ schwach wirksamer KLK7-Hemmstoff (siehe 
5.2.4.2). Bei einer Inhibitorkonzentration von 1 µM im Messansatz wurde eine Restaktivität 
von ca. 40 % bestimmt, bei dem nichtzyklisierten Kontrollinhibitor 153 eine Restaktivität von 
21,3 %. Daher wurde auf weitere Untersuchungen des zyklischen Inhibitors 205 verzichtet. 
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4 Zusammenfassung und Ausblick 
4.1 Matriptase 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde, basierend auf früheren Arbeiten von Hammami, 
eine Reihe neuer substratanaloger Hemmstoffe der Matriptase hergestellt und deren 
Hemmwirkung auf Matriptase und die verwandten Serinproteasen Thrombin und Faktor Xa 
untersucht. 
Die Matriptasehemmung der bereits bekannten Verbindung 50 (Ki = 0,026 µM) konnte durch 
keine der neu dargestellten substratanalogen Inhibitoren (Tabelle 14) verstärkt werden. 
Matriptase bevorzugt in P3-Position D-konfigurierte Homophenylalanin-Derivate, nach 
bisherigem Kenntnisstand ist D-Homotyrosin der geeignetste Rest für diese Position. 
Aufgrund der leichten synthetischen Zugänglichkeit von Homophenylalanin-Derivaten aus 
entsprechend substituierten Phenethylhalogeniden wurde eine Reihe von Hemmstoffen mit 
verschiedenen Derivaten des D-Homophenylalanins in Position P3 hergestellt. Die 
Hemmwirkung der bekannten Verbindung 50 wurde hierbei jedoch von keinem der Derivate 
erreicht. 
Ausgehend von einer Kristallstruktur eines P3-D-hTyr-Inhibitors in Trypsin wurde der 
Komplex dieses Hemmstoffs im aktiven Zentrum der Matriptase modelliert. Wie vermutet, 
ragt die D-hTyr-Seitenkette sehr tief in die distale S3/4-Tasche der Matriptase. Die 
Überlagerung dieser Struktur mit einem Matriptasehemmstoff vom 3-Amidinophenylalanin-
Typ mit einem N-terminalen halogensubstituierten Biphenyl-3-Sulfonylrest  machte deutlich, 
dass die phenolische D-hTyr-Seitenkette etwas anders als der terminale Phenylring der 
Biphenyl-3-Sulfonylgruppe in dieser Bindetasche der Matriptase platziert ist. Diese 
Unterschiede im Bindungsmodus sind wahrscheinlich eine der Ursachen dafür, dass durch 
die Substitution der D-Homophenylalanin-Seitenkette mit Halogenen keine stärkere 
Matriptasehemmwirkung erreicht wurde. 
Jedoch ist D-hTyr in P3-Position auch für Hemmstoffe anderer trypsinartiger Serinproteasen 
wie Faktor Xa ein besonders geeigneter P3-Rest, daher erfordert eine 
Selektivitätsverbesserung für Matriptase weitere Modifizierungen. Der Ersatz des P2-Prolins 
durch Alanin verbessert leicht die Matriptasehemmwirkung, reduziert jedoch drastisch die 
Thrombinhemmung. Die Eliminierung der P4-Benzylsulfonylgruppe bewirkt einen moderaten 
Affinitätsverlust auf Matriptase, reduziert jedoch sehr stark die FXa-Inhibierung. Relativ 
selektive Matriptasehemmstoffe erreicht man durch Einbau der Peptidsequenz Arg-Gln-Ala 
als P4-P2-Segment, die sich von der Autoaktivierungssequenz der Matriptase ableitet. 
Jedoch führt diese Sequenz auch zu einer leichten Abnahme der Matriptaseaffinität 
verglichen mit substratanalogen Hemmstoffen, die Derivate des D-Homophenylalanins in P3-
Position enthalten. 
Jedoch wurden zur Hemmung der Matriptase noch andere Inhibitortypen in den letzten 
Jahren beschrieben. Dazu gehören die bereits genannten Hemmstoffe des 
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3-Amidinophenylalanin-Typs[13, 70, 72, 76, 189-190], peptidische Verbindungen mit Argininketon-
Strukturen im P1-P‘-Segment[11, 191] oder verschiedenste nichtpeptidische Inhibitoren. Diese 
Verbindungen sind sicher alternative Ausgangsstrukturen für die Entwicklung noch aktiverer 
Matriptasehemmstoffe.  
4.2 Kallikrein 7 
Seit einiger Zeit ist bekannt, dass erhöhte Aktivitäten des Kallikrein 7 Hauterkrankungen wie 
das Netherton-Syndrom und die Ausbreitung verschiedener Krebsarten verstärken können. 
Daher ist KLK7 ein potentielles Target für die Entwicklung neuer Wirkstoffe. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnten erste substratanaloge Hemmstoffe des KLK7 entwickelt 
werden, die diese chymotrypsinartige Serinprotease im nanomolaren Bereich inhibieren.  
Die Entwicklung startete mit einem Screening bereits vorhandener Verbindungen. Dabei 
wurde der Hemmstoff Bzls-D-Arg-Pro-AMCB (1) identifiziert, der KLK7 bereits im hohen 
nanomolaren Bereich mit einem Ki-Wert von 425 nM inhibiert. Jedoch ist diese Verbindung 
ein wesentlich stärkerer Hemmstoff der Blutgerinnungsproteasen Thrombin und FXa, wobei 
Thrombin ca. 1000- und FXa ungefähr 100-fach effektiver gehemmt werden. Durch den 
Austausch des P3-D-Arg durch D-hPhe wurde der Inhibitor 153 (Bzls-D-hPhe-Pro-AMCB) 
erhalten, der KLK7 bereits etwas stärker mit einem Ki-Wert von 278 nM inhibiert. 
Überraschenderweise bewirkt dieser Austausch eine reduzierte FXa-Hemmung, obwohl bei 
vergleichbaren Inhibitoren mit einem 4-Amidinobenzylamid in P1- und Glycin in P2-Position 
die Inhibitoren mit D-hPhe als P3-Rest bessere FXa-Hemmstoffe als die analogen D-Arg-
Derivate waren. Eine weitere Verstärkung der KLK7-Hemmung bewirkte der Einbau von D-
hTyr in P3-Position, der Inhibitor Bzls-D-hTyr-Pro-AMCB 154 ist mit einem Ki-Wert von 59,4 
nM der stärkste Hemmstoff dieser substratanalogen Inhibitorserie. Jedoch ist diese 
Verbindung immer noch ein ca. 100-fach wirksamerer Thrombin- und ca. 3-fach stärkerer 
FXa-Inhibitor.  
Um die sehr starke Thrombinhemmwirkung zu reduzieren, wurde das P2-Prolin substituiert. 
Es wurde vermutet, dass dies zu einem sterischen Konflikt mit dem thrombinspezifischen 
60er-Loop oberhalb der S2-Tasche führen sollte. Dieser Loop fehlt im Falle des KLK7, daher 
sollte solch eine Modifizierung der Inhibitorstruktur bei KLK7 akzeptiert werden.   
Durch den Einbau eines mit Valin in der Seitenkette acylierten Aminoprolins wurde der 
Inhibitor Bzls-D-hPhe-Pro(S-4-NH-Val)-AMCB (184) erhalten, der KLK7 ähnlich stark wie die 
D-hPhe-Verbindung 153 inhibiert, dessen Thrombinaffinität jedoch 20-fach reduziert wurde. 
Jedoch wird der Einbau sterisch anspruchsvoller P2-Reste vom FXa ebenfalls akzeptiert. Im 
Endeffekt ist der Inhibitor 184 im Vergleich zu KLK7 immer noch ein ca. 25-fach stärkerer 
Thrombin- und FXa-Hemmstoff. Wie erwartet, führte der Austausch des D-hPhe in Inhibitor 
184 durch D-hTyr, welcher zu Verbindung 198 führte, zu einem stärkeren KLK7-Hemmstoff. 
Der Inhibitor Bzls-D-hTyr-Pro(S-4-NH-Val)-AMCB (198, Ki für KLK7 91 nM) hemmt Thrombin 
nur noch zweifach (Ki = 41 nM) und FXa noch 10-fach stärker. Auch wenn es im Falle dieser 
Entwicklungen bisher nicht gelungen ist eine Verbindung zu erhalten, die KLK7 stärker als 
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Thrombin und FXa inhibiert, sind die Inhibitoren dieses Typs erste nichtkovalent bindende 
Hemmstoffe dieser chymotrypsinartigen Serinprotease mit Hemmkonstanten im 
nanomolaren Bereich. 
Der Bindungsmodus dieser Hemmstoffe im aktiven Zentrum des KLK7 wurde modelliert. Bis 
auf die Lage des N-terminalen Benzylsulfonylrestes nehmen die P3-P1-Reste ähnliche 
Positionen ein, wie sie von Komplexen des Thrombins mit substratanalogen Inhibitoren 
bekannt sind, die ebenfalls einen AMCB-Rest in P1-Position enthalten[80]. Da KLK7 an der 
linken Flanke der S1-Tasche im Vergleich zu Thrombin einen zusätzlichen Rest besitzt 
(Phe218, in Thrombin fehlt der Rest in Position 218), gibt es bei KLK7 nicht diesen flachen 
Bindungsbereich oberhalb der Cys220-Cys191-Disulfidbrücke direkt neben der S1-Tasche, in 
die normalerweise bei vielen Thrombin-und FXa-Strukturen der N-terminale 
Benzylsulfonylrest bindet. Daher ist die Platzierung der Bzls-Gruppe im KLK7 anders als bei 
den bekannten Thrombin- und FXa-Strukturen. 
Leider standen im Rahmen dieser Arbeiten zur Entwicklung der KLK7-Hemmstoffe nur 
begrenzte Mengen an Enzym zur Verfügung, wodurch eine genauere enzymkinetische 
Charakterisierung vieler Derivate nur eingeschränkt möglich war. Daher wurden für viele 
Derivate nur Restaktivitäten bei einer einzigen oder zwei Inhibitorkonzentrationen bestimmt 
und keine Ki-Werte. Dennoch sind aus den Restaktivitäten Rückschlüsse bezüglich der 
Unterschiede in den Hemmaktivitäten möglich, da die Messungen unter identischen 
Bedingungen erfolgten. 
In zukünftigen Arbeiten sollte es möglich sein, diese ersten Leitstrukturen weiter zu 
optimieren, um die Hemmstärke und Selektivität der Verbindungen zu verbessern. Die 
Selektivitätsmessungen sollten noch auf weitere Serinproteasen der S1-Familie ausgeweitet 
werden und idealerweise der exakte Bindungsmodus der Verbindungen im aktiven Zentrum 





5 Experimenteller Teil 
5.1 Material und Methoden 
 
5.1.1 Material 
Die verwendeten Lösungsmittel und Standardchemikalien wurden von den Firmen Acros, 
Fisher Scientific, Fluka, Roth, Sigma-Aldrich oder VWR bezogen. Die Trocknung von 
Lösungsmitteln erfolgte durch Lagerung über geeignetem Molsieb oder, im Falle von THF, 
durch Lagerung und Destillation über Natrium. 
Für die analytische und präparative HPLC wurde Acetonitril der Firmen VWR (HiPerSolv 
CHROMANORM) und Sigma-Aldrich (CHROMASOLV for HPLC) sowie Reinstwasser 
verwendet. Das Reinstwasser wurde mit einer NOWApure select Anlage (KSN 
Wassertechnik, Nistertal, Deutschland) hergestellt. Sämtliche wässrigen Lösungen von 
Säuren, Basen oder Salzen wurden mit demineralisiertem Wasser hergestellt. 
Trifluoressigsäure stammte aus Hochschullieferungen der Firma Solvay. Aminosäuren und 
deren Derivate sowie Kupplungsreagenzien stammten von den Firmen Bachem, 
Novabiochem, IRIS Biotech GmbH, Orpegen Peptide Chemicals und PolyPeptide. 
 
5.1.2 HPLC-Messungen 
Für alle analytischen und präparativen HPLC-Messungen wurden identische Laufmittel 
verwendet: 
Laufmittel A (LM A): 0,1 % TFA in Wasser 
Laufmittel B (LM B): 0,1 % TFA in ACN 
Für die Herstellung des Laufmittels A wurde Reinstwasser verwendet. 
5.1.2.1 Analytische HPLC 
Sämtliche analytischen HPLC-Messungen wurden bei einer Flußrate von 1 mL/min mittels 
einer Shimadzu LC10A-Anlage (Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland) 
bestehend aus folgenden Komponenten durchgeführt:  Systemcontroller SCL-10AVP, 
Autoinjector SIL-10AXL, SPD-M10AVP Diodenarray-Detektor, 2 Pumpen LC-10ATVP und 
einem Säulenofen CTO-10A. Angaben zur Reinheit beziehen sich auf die Detektion bei 220 
nm. Für die Messungen wurde eine C18-Säule (5 µM, 100 Å, 4,6 x 250 mm) der Firma 
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Düren, Deutschland) verwendet. Als Laufmittel wurde ein 
linearer Gradient aus LM A und LM B (Zunahme von 1 % LM B/min) verwendet, die 
Startbedingungen an LM B sind bei jeder Synthese angegeben. 
 
5.1.2.2 Präparative HPLC 
Die finalen Produkte wurden mittels einer präparativen HPLC-Anlage der Firma Varian 
(Pumpen: 2 × Prep Star 218, Detektor: Pro Star 320, Fraktionskollektor: Varian 701) mit einer 
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C18-Säule (5 µM, 100 Å, 32 × 250 mm) der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Düren, 
Deutschland) gereinigt (Flußrate 20 mL/min, Detektion bei 220 nm). Als Laufmittel wurde ein 
linearer Gradient aus LM A und LM B (Zunahme von 0,5 % LM B/min) verwendet. 




Einige Intermediate und sämtliche Inhibitoren und Substrate wurden nach ihrer Reinigung 
mittels präparativer HPLC aus 80 % tert-Butanol in Wasser oder aus Reinstwasser mit einer 
Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 LDplus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, 
Osterode am Harz, Deutschland) lyophilisiert und in der Regel als TFA-Salze erhalten. 
 
5.1.4 Massenspektrometrie 
Die Bestimmung der molekularen Massen der dargestellten Verbindungen erfolgte im ESI(+)- 
oder ESI(-)-Modus mit einem QTrap 2000 ESI Massenspektrometer (Applied Biosystems) 
oder an einem AutoSpec-Gerät (Waters Corporation, Eschborn, Deutschland.) 
 
5.1.5 NMR 
Die 1H- und 13C-NMR-Spektren wurden mittels eines Jeol-ECX-400 (Jeol Inc., USA) bei  400,0 
bzw. 100,6 MHz aufgenommen und mittels des Lösungsmittelsignals oder durch Zugabe von 
TMS[192] referenziert, die chemischen Verschiebungen wurde in ppm angegeben. Die 
Auswertung der Spektren wurde mit der Software MestReNova durchgeführt. 
 
Folgende Abkürzungen wurden benutzt: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett von Dublett, 
t = Triplett, m = Multiplett 
 
5.1.6 Dünnschichtchromatographie 
Für die Dünnschichtchromatographie wurden Fertigplatten „Kieselgel 60 F254 l“ der Firma 
Merck und als Laufmittel ein Gemisch aus n-Butanol, Eisessig und Wasser (4:1:1) verwendet. 
Die Detektion der Verbindungen erfolgte bei 254 nm. Zusätzliche Anfärbereagenzien und 




5.2 Enzymkinetische Messungen 
5.2.1 Matriptase 
Die zu vermessenden Inhibitoren wurden in DMSO gelöst, sodass 10 mM-Stammlösungen 
erhalten wurden, deren Lagerung bei -20 °C erfolgte. Die darauf folgenden 
Verdünnungsstufen wurden mittels Messpuffer (50 mM Tris, 154 mM NaCl, pH 8.0) 
durchgeführt. 
Substrate wurden, wenn nicht anders angegeben, in Reinstwasser gelöst, sodass 
10 mM-Stammlösungen erhalten wurden. Die darauf folgenden Verdünnungsstufen wurden 
ebenfalls mit Reinstwasser durchgeführt. 
Enzymverdünnungen wurden mit Enzymverdünnungspuffer (154 mM NaCl mit 0.1 % BSA) 
hergestellt. 
Die Fluoreszenzmessungen wurden bei Raumtemperatur in schwarzen FluoroNunc F96 
MaxiSorp Platten (Nunc, Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenz-Plattenleser 
Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei λex = 355 nm und 
λem = 460 nm durchgeführt. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe des Enzyms, die 
Dauer einer Messung betrug 10 Minuten. Aus der Änderung der Fluoreszenz über die Dauer 
der Messung wurden Anstiege bestimmt (Fluoreszenz/t). Die Ansatzgröße betrug 140 µL 
und setzte sich aus 100 µL Puffer bzw. Inhibitorlösung in Puffer, 20 µL Enzymlösung und 20 
µL Substratlösung zusammen. 
Die Ki-Werte wurden mittels eines bereits beschriebenen
[13] Assay bestimmt, die 
Konzentration der Matriptase im Ansatz betrug 23 pM. Als Substrat wurde 
Mes-D-Arg-Pro-Arg-AMC[193] (72, KM für Matriptase = 6 µM) mit Konzentrationen von 14, 7 
und 3,5 µM im Ansatz verwendet. Die Ki-Werte wurden aus Dixon-Plots
[182] ermittelt und 
stellen den Mittelwert aus mindestens zwei Messungen dar. 
Für die Bestimmung der kinetischen Parameter von Substraten wurde der in Tabelle 29 
gezeigte Messansatz verwendet. 
Tabelle 29: Messansatz zur Bestimmung der kinetischen Parameter von Substraten der Matriptase. 
Komponente Volumen c im Ansatz 
Puffer 160 µL entfällt 
Substrat 20 µL variiert 
Enzym 20 µL 4,3 nM 
 
Die Konzentrationen der Subtrate im Ansatz betrugen 5, 10, 15, 25, 40, 60, 80 und 100 µM. 
Die Messungen wurden bei Raumtemperatur in schwarzen FluoroNunc F96 MaxiSorp Platten 
(Nunc, Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenz-Plattenleser Fluoroskan Ascent 
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei λex = 355 nm und λem = 460 nm 
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durchgeführt. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe des Enzyms, die Dauer einer 
Messung betrug 10 Minuten. Aus der Änderung der Fluoreszenz über die Dauer der Messung 
wurden Anstiege bestimmt (Fluoreszenz/t). Diese Anstiege wurden mittels Origin 8.1 
(OriginLab Corporation, Northhampton, Massachusetts, USA) gegen die 
Substratkonzentration aufgetragen und hieraus Km und Vmax bestimmt. 
5.2.2 Thrombin 
Die zu vermessenden Inhibitoren wurden in DMSO gelöst, sodass 10 mM Stammlösungen 
erhalten wurden, deren Lagerung bei -20 °C erfolgte. Die darauf folgenden 
Verdünnungsstufen wurden mittels Messpuffer (50 mM Tris, 154 mM NaCl, pH 8.0) 
durchgeführt. 
Das Substrat Tos-Gly-Pro-Arg-AMC x TFA wurde in Reinstwasser gelöst, sodass eine 
10 mM-Stammlösung erhalten wurde. Die darauf folgenden Verdünnungsstufen wurden 
ebenfalls mit Reinstwasser durchgeführt. 
Enzymverdünnungen wurden mit Enzymverdünnungspuffer (154 mM NaCl mit 0,1 % BSA) 
hergestellt. 
Die Fluoreszenzmessungen wurden bei Raumtemperatur in schwarzen FluoroNunc F96 
MaxiSorp Platten (Nunc, Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenz-Plattenleser 
Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei λex = 355 nm und 
λem = 460 nm durchgeführt. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe des Enzyms, die 
Dauer einer Messung betrug 10 Minuten. Aus der Änderung der Fluoreszenz über die Dauer 
der Messung wurden Anstiege bestimmt (Fluoreszenz/t). Die Ansatzgröße betrug 140 µL 
und setzte sich aus 100 µL Puffer bzw. Inhibitorlösung in Puffer, 20 µL Enzym-Lösung und 20 
µL Substratlösung zusammen. 
Die Ki-Werte wurden mittels eines bereits beschriebenen
[13] Assay bestimmt, die 
Konzentration des Thrombins im Ansatz betrug 31 pM. Als Substrat wurde Tos-Gly-Arg-Pro-
AMC (KM für Thrombin = 5,4 µM) mit Konzentrationen von 10, 5 und 2,5 µM im Ansatz 
verwendet. Die Ki-Werte wurden aus Dixon-Plots
[182] ermittelt und stellen den Mittelwert aus 
mindestens zwei Messungen dar.  
5.2.3 Faktor Xa 
Die zu vermessenden Inhibitoren wurden in DMSO gelöst, sodass 10 mM-Stammlösungen 
erhalten wurden, deren Lagerung bei -20 °C erfolgte. Die darauf folgenden 
Verdünnungsstufen wurden mittels Messpuffer (50 mM TRIS, 154 mM NaCl, pH 8.0) 
durchgeführt. 
Das Substrat Mes-D-Arg-Pro-Arg-AMC[193] wurde in Reinstwasser gelöst, sodass eine 
10 mM-Stammlösung erhalten wurde. Die darauf folgenden Verdünnungsstufen wurden 
ebenfalls mit Reinstwasser durchgeführt. 
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Enzymverdünnungen wurden mit Enzymverdünnungspuffer (154 mM NaCl mit 0,1 % BSA) 
hergestellt. 
Die Fluoreszenzmessungen wurden bei Raumtemperatur in schwarzen FluoroNunc F96 
MaxiSorp Platten (Nunc, Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenz-Plattenleser 
Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei λex = 355 nm und 
λem = 460 nm durchgeführt. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe des Enzyms, die 
Dauer einer Messung betrug 10 Minuten. Aus der Änderung der Fluoreszenz über die Dauer 
der Messung wurden Anstiege bestimmt (Fluoreszenz/t). Die Ansatzgröße betrug 140 µL 
und setzte sich aus 100 µL Puffer bzw. Inhibitorlösung in Puffer, 20 µL Enzym-Lösung und 20 
µL Substratlösung zusammen. 
Die Ki-Werte wurden mittels eines bereits beschriebenen Assays
[13] bestimmt, die 
Konzentration des Faktor Xa im Ansatz betrug 97 pM. Als Substrat wurde Mes-d-Arg-Pro-Arg-
AMC[193] (KM für Faktor Xa = 28 µM) mit Konzentrationen von 50, 25 und 12,5 µM im Ansatz 
verwendet. Die Ki-Werte wurden aus Dixon-Plots
[182] ermittelt und stellen den Mittelwert aus 
mindestens zwei Messungen dar. 
5.2.3.1 Berechnung der Ki-Werte aus IC50-Bestimmungen 
Sofern Ki-Werte über den IC50-Wert bestimmt wurden, erfolgte dies nach dem folgenden, in 
Tabelle 30 beschriebenen Ansatz. 
Tabelle 30: Messansatz zur Bestimmung des IC50-Wertes. 
Komponente Konzentration Volumen c im Ansatz 
Inhibitor oder Puffer --- 120 µL --- 
Mes-DArg-Pro-Arg-AMC  (72) 350 µM 20 µL 50 µM 
Enzym 6,8 E-10 20 µL 9,7 E-11 M 
 
Die Messung erfolgte mit jeweils acht verschiedenen Inhibitorkonzentrationen in einem 
Bereich von 1,0 × 10-6M bis 6,4 × 10-11M. 
 
Die Fluoreszenzmessungen wurden bei Raumtemperatur in schwarzen FluoroNunc F96 
MaxiSorp Platten (Nunc, Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenz-Plattenleser 
Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei λex = 355 nm und 
λem = 460 nm durchgeführt. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe des Enzyms, die 
Dauer einer Messung betrug 10 Minuten. Aus der Änderung der Fluoreszenz über die Dauer 
der Messung wurden Anstiege bestimmt (Fluoreszenz/t). Daran anschließend wurden die 
Anstiege mittels Origin gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen und der IC50-Wert 




Formel 1: Bestimmung des Ki aus dem IC50-Wert. 
   
    
  
   
  
 
[S] ist hierbei die Substratkonzentration im Messansatz, KM ist die Michaelis-Menten-
Konstante des verwendeten Substrates.  
 
5.2.4 Kallikrein 7 
Die zu vermessenden Inhibitoren wurden in DMSO gelöst, sodass 10 mM-Lösungen erhalten 
wurden, deren Lagerung bei –20 °C erfolgte. Die darauf folgenden Verdünnungsstufen 
wurden mittels KLK7-Puffer (0,1 M NaCl, 0,05 M TRIS, 0,005 % Tween 20, pH 8.0) 
durchgeführt. 
Substrate wurden, wenn nicht anders angegeben, in Reinstwasser gelöst, sodass 
10 mM-Stammlösungen erhalten wurden. Die darauf folgenden Verdünnungsstufen wurden 
ebenfalls mit Reinstwasser durchgeführt. 
Enzymverdünnungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit KLK7-Puffer (0,1 M NaCl, 
0,05 M TRIS, 0,005 % Tween 20, pH 8,0) hergestellt. 
Die Fluoreszenzmessungen wurden bei Raumtemperatur in schwarzen FluoroNunc F96 
MaxiSorp Platten (Nunc, Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenz-Plattenleser 
Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei λex = 355 nm und 
λem = 460 nm durchgeführt. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe des Enzyms, die 
Dauer einer Messung betrug 10 Minuten. Aus der Änderung der Fluoreszenz über die Dauer 
der Messung wurden Anstiege bestimmt (Fluoreszenz/t).  
 
5.2.4.1 Untersuchung von Substraten 
Zur Bestimmung der kinetischen Parameter von Substraten wurde der in Tabelle 31 
beschriebene Ansatz verwendet und mittels der voranstehenden Methode vermessen. 
Tabelle 31: Messansatz zur Bestimmung der kinetischen Parameter von Substraten 
Komponente Konzentration Volumen c im Ansatz 
Substrat oder Puffer variiert 100 µL variiert 
Enzym Unbekanntc 20 µL Unbekannta 
a 
Für das erhaltene Enzym waren keine Angaben zur Konzentration verfügbar. Eine active-site-Titration wurde nicht 
durchgeführt. 
 
Es wurden jeweils mehrere Substratkonzentrationen vermessen (bei den Messungen 
angegeben) und die jeweiligen Anstiege (Fluoreszenz/t) bestimmt. Die kinetischen 




5.2.4.2 Bestimmung von Restaktivitäten 
Tabelle 32: Messansatz zur Bestimmung der Restaktivität von KLK7. 
Komponente Konzentration Volumen c im Ansatz 








350 µM 20 µL 50 µM 
Enzym Unbekanntc 20 µL Unbekanntc 
a 
Die Konzentration der vermessenen Inhibitoren im Ansatz ist bei der jeweiligen Messung angegeben 
b 
Sofern andere Substrate verwendet wurden, sind diese bei der jeweiligen Messung angegeben
 
c 
Für das erhaltene Enzym waren keine Angaben zur Konzentration verfügbar. Eine active-site-Titration wurde nicht 
durchgeführt. 
 
Die Bestimmung der Restaktivitäten erfolgte nach dem in Tabelle 32 gezeigten Ansatz. Die 
ermittelten Anstiege (siehe 5.2.4) von Puffer und Enzym wurden verglichen, der für den 
Puffer ermittelte Anstieg wurde  gleich 100 % Restaktivität (ungehemmter Umsatz) gesetzt, 
die für die Inhibitoren ermittelten Werte wurden hierauf bezogen.    
5.2.4.3 Bestimmung der Ki-Werte aus IC50-Bestimmungen 
Sofern Ki-Werte über den IC50-Wert bestimmt wurden, erfolgte dies nach dem folgenden, in 
Tabelle 33 beschriebenen Ansatz. 
Tabelle 33: Messansatz zur Bestimmung des IC50-Wertes 
Komponente Konzentration Volumen c im Ansatz 
Inhibitor oder Puffer --- 120 µL --- 
Mes-D-Arg-Pro-Tyr AMC 
(119) 
350 µM 20 µL 50 µM 
Enzym Unbekannta 20 µL Unbekannta 
a
Für das erhaltene Enzym waren keine Angaben zur Konzentration verfügbar. Eine active-site-Titration wurde nicht 
durchgeführt 
 
Die Messung erfolgte mit jeweils acht verschiedenen Inhibitorkonzentrationen, in einem 
Bereich von 1 × 10-4M bis 6 × 10-9M. 
 
Die Fluoreszenzmessungen wurden bei Raumtemperatur in schwarzen FluoroNunc F96 
MaxiSorp Platten (Nunc, Langenselbold, Deutschland) an einem Fluoreszenz-Plattenleser 
Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei λex = 355 nm und 
λem = 460 nm durchgeführt. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe des Enzyms, die 
Dauer einer Messung betrug 10 Minuten. Aus der Änderung der Fluoreszenz über die Dauer 
der Messung wurden Anstiege bestimmt (Fluoreszenz/t). Daran anschließend wurden die 
Anstiege mittels Origin gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen und der IC50-Wert 
bestimmt. Die Berechnung der Ki-Werte erfolgte nach Formel 1. 
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5.3 Synthese der Intermediate 
 
Zum Waschen der Ansätze wurden in der Regel folgende Lösungen verwendet: 
 - saures Waschen mit 5 % KHSO4-Lösung 
 - neutrales Waschen mit gesättigter NaCl-Lösung 
 - basisches Waschen mit gesättigter NaHCO3-Lösung 
 
5.3.1 Synthese der Bausteine Ala-4-Amba und Pro-4-Amba 
 




8,46 g (37,93 mmol) Cbz-Ala-OH wurden in 60 mL trockenem THF mit 4,17 mL (37,93 mmol, 
1.00 Äquiv.) NMM versetzt und auf -15 °C gekühlt. Nach Zugabe von 4,93 mL (37,93 mmol, 
1.00 Äquiv.) Chlorkohlensäureisobutylester wurde der Ansatz 10 min bei dieser Temperatur 
gerührt und anschließend mit 6,4 g (37,93 mmol, 1,00 Äquiv.) 4-Cyanobenzylamin  HCl und 
4,17 mL (37,93 mmol, 1.00 Äquiv.) NMM versetzt, weitere 60 min bei -15 °C und über Nacht 
bei RT gerührt. Der Ansatz wurde mit ca. 60 mL H2O versetzt, das THF i.V. weitestgehend 
entfernt und die Lösung mit 150 mL 5 % KHSO4 und 450 mL EtOAc versetzt. Der Ansatz 
wurde insgesamt 3 × mit 5 % KHSO4, 1 × mit NaCl-gesättigtem Wasser, 3 × mit gesättigter 
NaHCO3-Lösung und 3 × mit NaCl-gesättigtem Wasser gewaschen, über Na2SO4 getrocknet 
und i.V. eingeengt.  
 
Ausbeute:  11,46  g (33,97 mmol; 89,6 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 34,6 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 






7,66 g (22,72 mmol) Cbz-Ala-(4-CN)benzylamin (206) wurden in 300 mL trockenem Ethanol 
mit 3,16 g (45,44 mmol, 2.00 Äquiv.) Hydroxylamin × HCl und 7,91 mL (45,44 mmol, 2.00 
Äquiv.) DIPEA versetzt, für 6 h unter Rückfluss gekocht und über Nacht bei Raumtemperatur 
gerührt. Der am Morgen gebildete weiße Feststoff wurde abgesaugt, mit wenig Wasser 
gewaschen und i.V. getrocknet.  
 
Ausbeute: 6,93 g (18,71 mmol; 82,4 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 18,5 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 




4,87 g (13,16 mmol) Cbz-Ala-(4-Hydroxyamidin)benzylamin (207) wurden in 35 mL ACN und 
35 mL AcOH gelöst, mit 2,99 mL (31,58 mmol, 2.40 Äquiv.) Acetanhydrid versetzt, für 1 h bei 
RT gerührt und bei einer Badtemperatur von 30 °C i.V. weitestgehend eingeengt. Der 
Rückstand wurde mit gesättigter NaCl-Lösung und EtOAc versetzt und geschüttelt. Dabei 
kam es zur spontanen Kristallisation des Produktes. Zur Vervollständigung der Kristallisation 
wurde der Scheidetrichter für 1 h im Eiswasser gelagert, der Feststoff danach abgesaugt und 
i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute: 2,99 g (7,25 mmol; 55,1 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 29,1 min (Start bei 
10 % LM B). 
 
H-Ala-(4-Amidin)benzylamin × 2 HCl (85)[196]  
 
 
2,13 g (5,16 mmol) Cbz-Ala-(4-Acetylhydroxyamidino)benzylamin (103) wurden in 100 mL 
90 % AcOH gelöst, mit 210 mg 10 % Pd auf Aktivkohle versetzt und mittels H2 bei 
Normaldruck über Nacht hydriert (Reaktionskontrolle mittels DC mit n-Butanol/AcOH/H2O, 
4/1/1 (v/v/v) als Laufmittel, Rf Edukt 0,70; Rf Produkt 0,13). Nach vollständigem Umsatz 
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wurde der Katalysator durch Filtration entfernt, der Ansatz eingeengt und mit 20 mL 1N HCl 
und 40 mL H2O versetzt. Der Ansatz wurde wieder i.V. eingeengt, in Wasser gelöst und das 
Produkt lyophilisiert. 
 
Ausbeute: 779  mg (2,66 mmol; 51,6 % der Theorie), weißer Feststoff als 2 × HCl-Salz, HPLC  
9,7 min (Start bei 1 % LM B). 
 
1H NHMR (400 MHz, DMSO-d6) 1.39 ppm (d, J = 7.20 Hz, 3H), 3.91 ppm (s, 1H), 4.45 ppm (d, 
J = 6.00 Hz, 2H), 7.49 ppm (d, J = 8.00 Hz, 2H), 7.79 ppm (d, J = 8.00 Hz, 2H), 8.10 ppm (s, 3H), 
8,98 ppm (t, J = 6.00 Hz, 1H), 9,26 ppm (s, 1H). 
Cbz-Pro-(4-Hydroxyamidin)benzylamin [169]  (209)  
 
 
8,00 g (22,01 mmol) Cbz-Pro-(4-CN)benzylamin, verfügbar von früheren Arbeiten[169], wurden 
in 160 mL Ethanol mit 3,04 g (44,02 mmol, 2.00 Äquiv.) Hydroxylamin × HCl und 7,66 mL 
(44,02 mmol, 2,00 Äquiv) DIPEA versetzt, für 8h unter Rückfluss gekocht und über Nacht bei 
Raumtemperatur gerührt. Der am Morgen vorliegende weiße Feststoff wurde abgesaugt und 
i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute: 6,66 g (16,80 mmol; 76,3 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 22,3 (Start bei 10 





Cbz-Pro-(4-Acetylhydroxyamidin)benzylamin (210)[169]   
 
 
6,09 g (15,35 mmol) Cbz-Pro-(4-Hydroxyamidin)benzylamin (209) wurden in 75 mL AcOH 
gelöst und mit 3,48 mL (36,84 mmol, 2.40 Äquiv.) Acetanhydrid versetzt. Die weitere 
Umsetzung erfolgte analog zur Darstellung der Verbindung 208. 
 
Ausbeute: 5,04 g (11,49 mmol; 74,9 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC  19,1 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 




4,32 g (9,85 mmol) Cbz-Pro-(4-AcetylHydroxyamidin)benzylamin (210) wurden in 100 mL 
90 % Essigsäure gelöst, mit ca. 400 mg  10 %  Pd/C versetzt und bei Normaldruck mit 
Wasserstoff hydriert (Reaktionskontrolle mittels DC mit n-Butanol/AcOH/H2O, 4/1/1 (v/v/v) 
als Laufmittel, Rf Edukt 0,71; Rf Produkt 0,17). Nach vollständigem Umsatz wurde der 
Katalysator durch Filtration entfernt, der Ansatz i.V. eingeengt, mit 20 mL 1N HCl und 40 mL 
H2O versetzt, erneut i.V. eingeengt, in Wasser gelöst und das Produkt lyophilisiert. 
Ausbeute: 2,59  g (8,11 mmol; 82,3 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC = 11,4 min (Start 




5.3.2 Synthese Boc-geschützter Aminosäuren 
 




1,00 g (5,55 mmol) H-D\L-hAla(pyrid-2-yl)-OH (verfügbar aus früheren Arbeiten[68]) wurden in 
15 mL einer Mischung aus Dioxan und Wasser (2/1) gelöst und mit 10 mL 1N NaOH und 1,52 
g (6,96 mmol, 1.25 Äquiv.) Boc2O versetzt. Nach nahezu vollständigem Umsatz 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde das Dioxan i.V. entfernt, der Ansatz mit 50 mL 
EtOAc versetzt und mit einer geringen Menge 5 % KHSO4-Lösung (ca. 10 mL) und ges. 
NaCl-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das 
Lösemittel i.V. entfernt. 
 
Ausbeute: 248 mg (0,88 mmol; 15,8 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 12,6 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 




2,19 g (12,22 mmol) H-D-hPhe-OH wurden in 70 mL Dioxan und 35 mL Wasser suspendiert, 
mit 14 mL 1 N NaOH versetzt, auf 0 °C gekühlt und mit 2,96 g (13,56 mmol; 1.11 Äquiv.) 
Boc2O versetzt. Der Ansatz wurde bis zum nahezu vollständigen Umsatz (HPLC) bei RT 
gerührt. Die Aufarbeitung erfolgte analog zur Darstellung von 211. 
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Ausbeute: 2,63 g (9,42 mmol; 77,1 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 29,7 min (Start bei 
20 % LM B). 




307 mg (2,34 mmol) H-Tle-OH wurden in 7,5 mL einer Mischung aus Dioxan und Wasser 
(2/1) gelöst und mit 2,5 mL 1N NaOH und 1,02 g (4,68 mmol, 2.00 Äquiv.) Boc2O versetzt. 
Nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde das Dioxan i.V. 
entfernt, der Ansatz mit 25 mL EtOAc versetzt, mit einer geringen Menge 5 % KHSO4-Lösung 
(ca. 10 mL) und ges. NaCl-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 
getrocknet und das Lösemittel i.V. entfernt. 
 
Ausbeute:  477 mg (2,06 mmol; 88,0 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC = 25,1 min 
(Start bei  20 % LM B). 
 
Boc-d-Val-OH (214)[197]  
 
 
Die Synthese der Zielverbindung 214 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 213 
aus 313 mg (2,67 mmol) H-DVal-OH. 
 
Ausbeute:  539 mg (2,48 mmol; 92,8 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC = 27,1 min 












643 mg (3,78 mmol) Ethyl-2-acetamido-cyanoacetat wurden in 7 mL Aceton gelöst und mit 
960 mg (3,78 mmol; 1.00 Äquiv.) 2-(2,4-Dichlorphenyl)ethylbromid, 0.7 Äquiv. K2CO3, sowie  
0.05 Äquiv. KI versetzt. Der Ansatz wurde bis zum fast vollständigen Umsatz 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC) unter Rückfluss gekocht (ca. 6 Stunden), nach dem 
Abkühlen filtriert und das Filtrat i.V. eingeengt.Das erhaltene Öl wurde in 20 mL 6N HCl 
gelöst und für 8 h unter Rückfluss gekocht. Der Ansatz wurde auf RT abgekühlt, der sich 
dabei bildende Feststoff abgesaugt und anschließend wieder in 20 mL 20 % MeOH gelöst. 
Der pH-Wert der Lösung wurde mittels 1 N NaOH auf ca. 7 gestellt, der hierbei gebildete 
Feststoff wurde abgesaugt, mit wenig kaltem Ethanol gewaschen und i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute:  258 mg (1,04 mmol; 27,5% der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 23,6 min (Start 
bei  10 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 248,02 (M+H)+. 
 






Die Aminosäure wurde analog der Synthesebeschreibung für Verbindung 75 aus 864 mg 
(5,08 mmol) Ethyl-2-acetamido-cyanoacetat durch Umsetzung mit 1,09 g (5,08 mmol, 1.00 
Äquiv.) 2-(4-Methoxyphenyl)ethylbromid, 0.7 Äquiv. K2CO3 und 0.05 Äquiv. KI hergestellt. 
Ausbeute:  250 mg (1,19 mmol; 23,4% der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 13,6 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 210,12 (M+H)+. 
 




Die Aminosäure wurde analog der Synthesebeschreibung für Verbindung 75 aus 696 mg 
(4,09 mmol) Ethyl-2-acetamido-cyanoacetat durch Umsetzung mit 898 mg (4,09 mmol, 
1.00 Äquiv.) 2-(2-Chlorphenyl)ethylbromid, 0.7 Äquiv. K2CO3 und 0.05 Äquiv. KI hergestellt. 
 
Ausbeute:  241 mg (1,13 mmol; 27,6 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 17,2 min (Start 
bei  10 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 214,15 (M+H)+. 
 





Die Aminosäure wurde analog der Synthesebeschreibung für Verbindung 75 aus 2,04 g 
(11,99 mmol) Ethyl-2-acetamido-cyanoacetat durch Umsetzung mit 2,63 g (1,99 mmol, 1.00 
Äquiv.) 2-(4-Chlorphenyl)ethylbromid, 0.7 Äquiv. K2CO3 und 0.05 Äquiv. KI hergestellt. 
 
Ausbeute:  1,02  g (3,79 mmol; 39,9 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 19,4 min (Start 
bei  10 % LM B). 
 






Die Aminosäure wurde analog der Synthesebeschreibung für Verbindung 75 aus 1,15 g 
(6,73 mmol) Ethyl-2-acetamido-cyanoacetat durch Umsetzung mit 1,48 g (6,73 mmol, 1.00 
Äquiv.) 2-(3-Chlorphenyl)ethylbromid, 0.7 Äquiv. K2CO3 und 0.05 Äquiv. KI hergestellt. 
  
Ausbeute:  627 mg (2,93 mmol; 43,5 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 18,4 min (Start 
bei  10 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 214,05 (M+H)+. 
 






Die Aminosäure wurde analog der Synthesebeschreibung für Verbindung (75) aus 810 mg 
(4,76 mmol) Ethyl-2-acetamido-cyanoacetat durch Umsetzung mit 948 mg (4,76 mmol, 1.00 
Äquiv.)  
1-Brom-3-phenylpropan, 0.7 Äquiv. K2CO3 und 0.05 Äquiv. KI hergestellt. 
 
Ausbeute:  475 mg (2,46 mmol; 51,6 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 18,4 min (Start 
bei  10 % LM B). 
 







258 mg (1,04 mmol) H-D/L-hPhe(2,4-Cl2)-OH (75) wurden in 6 mL Dioxan und 3 mL Wasser 
suspendiert und mit 1,2 mL 1 N NaOH versetzt. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt, mit 249 
mg (1,14 mmol, 1.10 Äquiv.) Boc2O versetzt und bis zum nahezu vollständigem Umsatz 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. weitestgehend entfernt, 
der Rückstand mit ca. 10 mL 5 % KHSO4-Lösung und 30 mL EtOAc versetzt und 2 × sauer und 
3 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. 
eingeengt. 
 
Ausbeute:  307 mg (0,88 mmol; 91,7 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 23,1 min (Start 
bei  40 % LM B). 
 
Die weiteren N-Boc-geschützten Homophenylalaninderivate wurden analog der 
Verbindung 80 hergestellt. Die erhaltenen Ausbeuten und die bestimmten analytischen 





Tabelle 34: N-Boc-geschützte Homophenylalaninderivate. Start der HPLC-Läufe bei 20 % LM B. 
Verbindung Eingesetzte 
AS 
HPLC min Ausbeute in % 
81 75 28,9 82,3 
82 76 36,3 83,5 
83 77 37,7 53,3 
84 78 36,5 82,1 





5.3.4 Synthese des Bausteines H-d-N(EtO-CM)hPhe-Ala-OH 
 




857 mg (3,07 mmol) Boc-D-hPhe-OH (212) und 550 mg (3,07 mmol, 1.00 Äquiv.) H-Ala-OBzl 
wurden in 10 mL DMF bei 0 °C gelöst und mit 1,36 g BOP (3,07 mmol, 1.00 Äquiv.) und 1,07 
mL (6,14 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der Ansatz wurde 30 min unter Eiskühlung und 
3 h bei RT gerührt. Nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) 
wurde das LM i.V. eingeengt, der Rückstand in EtOAc und 5 % KHSO4-Lösung aufgenommen 
und 3 × sauer, 1 × neutral, 3 × basisch und 3 × neutral gewaschen. Die organische Phase 
wurde über Na2SO4 getrocknet, das Trockenmittel abfiltriert und das LM i.V. entfernt. 
 
 Ausbeute: 942  mg (2,14 mmol; 69,7 % der Theorie), braunes Öl, HPLC 23,0 min (Start bei 40 
% LM B). 
 
MS gefunden m/z: 441,15 (M+H)+. 
 




942 mg (2,14 mmol) Boc-D-hPhe-Ala-OBzl (215) wurden mit 10 mL 1N HCl in AcOH versetzt  
und der Ansatz bei RT für eine Stunde unter gelegentlichem Umschütteln stehen gelassen, 
nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) in 35 mL Ether gefällt 
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und 15 min zentrifugiert (5 °C \ 5000 rpm). Nach Abgiessen des Überstandes wurde erneut 
unter denselben Bedingungen zentrifugiert, der Überstand abgegossen und der erhaltene 
Feststoff i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute: 530  mg (1,41 mmol; 65,9 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 32,8 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 




530 mg (1,41 mmol) H-D-hPhe-Ala-OBzl × HCl (216) wurden in 20 mL DMF gelöst und mit 
653 mg (2,82 mmol, 2.00 Äquiv.) Silber(I)oxid versetzt. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt, 
mit 282 mg (1,69 mmol, 1.20 Äquiv.) Bromessigsäureethylester versetzt und 6 h bei RT 
gerührt. Der Ansatz wurde durch Cellite filtriert. Das LM wurde i.V. weitestgehend entfernt, 
der Rückstand in EtOAc aufgenommen und 1 × mit wenig 5 % KHSO4-Lösung, 1 × neutral, 3 × 
basisch und 2 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und 
das LM i.V. entfernt. 
 
 Ausbeute: 523 mg (1,23 mmol; 87,2 % der Theorie), gelbes Öl, HPLC 27,9 min (Start bei 20 % 
LM B). 
 
MS gefunden m/z: 427,00 (M+H)+. 
 





523 mg (1,23 mmol) H-D-N(EtO-CM)hPhe-Ala-OBzl (217) wurden in 20 mL 90 % Essigsäure 
gelöst, mit 50 mg 10 % Pd/C und Wasserstoff versetzt und der Ansatz 6 h bei RT hydriert. 
Nach fast vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Katalysator 
durch Filtration entfernt und das Filtrat i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute: 375 mg (1,11 mmol; 90,2 % der Theorie), braunes Öl, HPLC 21,3 min (Start bei 10 
% LM B). 
 
MS gefunden m/z: 337,04 (M+H)+. 
5.3.5 Synthese des Bausteines Boc–D/L-hAla(piperid(N-Boc)-2-yl)-OH 
 




175 mg (0,62 mmol) Boc–D\L-hAla(pyrid-2-yl)-OH wurden in 5 mL über Molsieb 
getrocknetem Methanol gelöst und unter Schutzgas mit einer Spatelspitze PtO2 versetzt. Der 
Ansatz wurde bei Normaldruck mittels Wasserstoff hydriert und nach fast vollständigem 
Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) filtriert und i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute: 152 mg (0,53 mmol; 85,5 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC  14,8 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 





Boc–D\L-hAla(piperid(N-Boc)-2-yl)-OH (219)   
 
 
55 mg (0,19 mmol) Boc–D\L-hAla(piperid-2-yl)-OH (218) wurden in 1,5 mL einer 
Dioxan/Wasser-Mischung (2/1) gelöst, mit 0,20 mL 1N NaOH und 100 mg (0,46 mmol, 2.40 
Äquiv.) Boc2O versetzt und bei RT gerührt. Nach nahezu vollständigem Umsatz 
(Reaktionskontrolle per HPLC) wurde das Dioxan i.V. entfernt, der Ansatz mit 5 mL EtOAc 
und 5 mL 5 % KHSO4 aufgenommen und die organische Phase 2 × sauer und 2 × neutral 
gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das Lösemittel i.V. 
eingeengt. 
 
Ausbeute: 45 mg (63,2 % der Theorie; 0,12 mmol), brauner Feststoff, HPLC 24,4 min (Start 
bei 40 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 387,18 (M+H)+. 
5.3.6 Synthese des Bausteines Bzls-d-Arg-Pro-OH × HCl 
 




502 mg (2,08 mmol) H-Pro-OBn × HCl und 777 mg (2,08 mmol; 1.00 Äquiv.) Bzls-d-Arg(NO2)-
OH wurden in 20 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und mit 920 mg BOP 
(2,08 mmol; 1.00 Äquiv.) und 1,09 mL (6,24 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA versetzt, 15 min unter 
Kühlung sowie 3h bei RT gerührt und nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle 
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mittels HPLC) i.V. eingeengt. Der Rückstand wurde in EtOAc aufgenommen, 3 × mit 5 % 
KHSO4, 3 × mit Brine und 3 × mit gesättigter NaHCO3 gewaschen, über Na2SO4 getrocknet 
und i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  1099 mg (1,96 mmol; 94,2% der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 30,2 min (Start 
bei 20 % LM B) 
 
MS ber. m/z: 560,21 (M), MS gefunden m/z: 561,15 (M+H)+. 
 




1,10 g (1,96 mmol) Bzls-D-Arg(NO2)-Pro-O(Bzl) (220) wurden in 40 mL Eisessig gelöst, mit 3 
mL 1N HCl und 100 mg 10 % Pd/C versetzt und mittels H2 bei Normaldruck hydriert. Nach 
nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Ansatz filtriert 
und das LM i.V. entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute:  841 mg (1,82 mmol; 92,8 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 18,1 min (Start 
bei 10 % LM B) 
 





5.3.7 Synthese des Bausteines 4-Aminomethylbenzoesäureamid × HCl 
 




2,52 g (17,13 mmol) 4-Cyanobenzoesäure wurden in 40 mL EtOAc suspendiert und mit 9,16 g 
(171,3 mmol; 10.00 Äquiv.) Ammoniumchlorid, 7,15 g (18,84 mmol; 1,10 Äquiv) HBTU sowie 
8,94 ml (51,39 mmol; 3.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der Ansatz wurde ca. 4 h unter Rückfluss 
gekocht (Reaktionskontrolle mittels HPLC) und anschließend das LM i.V. entfernt. 
Der Rückstand wurde in einer Mischung aus EtOAc und einer 5 % KHSO4-Lösung 
aufgenommen und die organische Phase 3 × sauer, 1 × neutral, 3 × basisch und 3 × neutral 
gewaschen sowie über Na2SO4 getrocknet. Das LM wurde i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  573 mg (3,92 mmol; 22,9% der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 10,7 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 




454 mg (3,11 mmol) 4-Cyanobenzoesäureamid (221) wurden in 20 mL 90 % Essigsäure 
gelöst, mit ca. 50 mg 10 % Pd/C versetzt und mittels Wasserstoff bei Normaldruck über 
Nacht hydriert. Der Katalysator wurde durch Filtration entfernt und das LM i.V. 
weitestgehend eingeengt. Der Rückstand wurde mit HCl angesäuert, die Lösung in Ether 
eingetropft und das ausgefallene Produkt zentrifugiert (5 min, 4 °C, 5000 rpm). Nach 
Dekantieren des Überstandes wurde der zurückbleibende Feststoff i.V. getrocknet.  
 
Ausbeute: 400 mg (2,14 mmol; 68,8% der Theorie), brauner Feststoff, HPLC 16,9 min (Start 




5.3.8 Synthese des Bausteines 3-Chlor-4-Hydroxybenzylamin 
 




11,81 g (86,98 mmol) 4-Methoxybenzylamin wurden in 130 mL Benzylamin gelöst. Der 
Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und portionsweise über 10 min mit 10 mL Sulfurylchlorid 
versetzt. Es wurde 4 h bei RT gerührt und daran anschließend auf 100 mL Diethylether 
gegossen. Der hierbei gebildete Feststoff wurde abgesaugt und i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute:  13,01 g (75,81 mmol; 87,2 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC = 12,7 min 
(Start bei  10 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 565,39 (M+Na)+. 
 




4,94 g (28,78 mmol) 3-Chlor-4-Methoxybenzylamin (223) wurden in 50 mL 48 % HBr gelöst 
und für 4 h unter Rückfluß gekocht. Der Ansatz wurde abgekühlt, der hierbei ausfallende 
Feststoff abgesaugt, mit Ethanol und EtOAc gewaschen und i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute:  3,61 g (22,91 mmol; 79,6 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC = 13,5 min (Start 




5.3.9. Synthese von Cyclohexylsulfamoylchlorid 
 




5,77 g (28,7 mmol) Cyclamat wurden in 100 mL Benzol suspendiert, nach Eiskühlung des 
Ansatzes mit (28,7 mmol, 1.00 Äquiv.) Phosphorpentachlorid versetzt, 10 min unter 
Eiskühlung gerührt und für 5 Stunden am Rückfluss gekocht. Nach dem Abkühlen wurde der 
Ansatz filtriert, um die unlöslichen Stoffe abzutrennen, und das Filtrat i.V. eingeengt. Die 
Verbindung wurde nicht weiter charakterisiert und direkt zur Synthese des Intermediates 
226 eingesetzt. 
 
Ausbeute: 3,53 g (17,9 mmol; 62,3 % der Theorie), weißer Feststoff. 
 
5.3.10 Synthese von Bausteinen des Typs Pro-Amb(X) 
 




577 mg (3,10 mmol) 3-Brombenzylamin und 668 mg (3,10 mmol, 1.00 Äquiv.) Boc-Pro-OH 
wurden in 10 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und mit 1,37 g BOP (3,10 
mmol, 1.00 Äquiv.) sowie 1,08 mL (6,20 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt, 15 min unter 
Eiskühlung und 3 h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. eingeengt, der Rückstand mit 10 mL 
TFA versetzt und 1 h bei RT gerührt. Die Lösung wurde in 40 mL Ether eingetropft und das 
ausgefallene Produkt abzentrifugiert (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm). Der Überstand wurde 
abdekantiert, der Feststoff in 40 mL Ether resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der 
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ausgefallene Feststoff wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen 
Fraktionen vereinigt, das Lösemittel i.V. teilweise eingeengt und das Produkt aus Wasser 
lyophilisiert. 
 
Ausbeute: 398 mg (1,00 mmol; 32,3 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 21,1 min (Start 
bei 10 % LM B) 
 




Die Synthese der Zielverbindung 228 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 227 
aus 246 mg (1,40 mmol) 2,5-Dichlobenzylamin und 668 mg (1,40 mmol, 1.00 Äquiv.) Boc-
Pro-OH in 10 mL DMF.  
 
Ausbeute: 112 mg (0,29 mmol; 20,7 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 22,5 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 
5.3.11 Synthese der Bausteine des Typs P2-AMBCB 
 






361 mg (1,33 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 449 mg (1,33 mmol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-Pro-OH wurden in 5 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und mit 
588 mg BOP (1,33 mmol, 1.00 Äquiv.) und 463 µL (2,66 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. 
Anschließend wurde 15 min unter Eiskühlung und 3 h bei RT. Nach nahezu vollständigem 
Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde das LM i.V. eingeengt und der Rückstand 
mit 5 mL 10 % Diethylamin in DMF gelöst und 1h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. 
weitestgehend eingeengt und der Rückstand unter Eiskühlung vorsichtig mit Essigsäure auf 
pH 3 angesäuert. Die Lösung wurde in Ether eingetropft und der ausgefallene Feststoff durch 
Zentrifugation isoliert (5 min, 4 °C, 5000 rpm) und i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute: 465 mg (1,09 mmol; 81,9% der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 19,9 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 368,15 (M+H)+. 
 




Die Synthese der Zielverbindung 229 erfolgte analog der Beschreibung für das Intermediat 
152 aus 283 mg (1,05 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 371 mg (1,05mol, 
1.00 Äquiv.) Fmoc-Tle-OH in 5 mL gelöst. 
 
Ausbeute: 334 mg (0,75 mmol; 71,4% der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 23,8 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 









Die Synthese der Zielverbindung 230 erfolgte analog der Vorschrift für Intermediat 152 aus 
334 mg (1,23 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 405 mg (1,23mol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-Ala-OH × H2O in 5 mL DMF. 
 
Ausbeute: 258 mg (0,64 mmol; 52,0 % der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 26,8 min (Start 
bei 10 % LM B) 
 




Die Synthese der Zielverbindung 231 erfolgte analog der Vorschrift für Intermediat 152 aus 
311 mg (1,15 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 342 mg (1,15mol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-Gly-OH  in 5 mL DMF. 
 
Ausbeute: 124 mg (0,32 mmol; 27,8 % der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 15,8 min (Start 









Die Synthese der Zielverbindung 232 erfolgte analog der Vorschrift für Intermediat 152 aus 
307 mg (1,13 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 433 mg (3,13mol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-Ser(tBu)-OH in 5 mL DMF. 
 
Ausbeute: 201 mg (0,42 mmol; 37,2 % der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 24,6 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 233 erfolgte analog der Vorschrift für Intermediat 152 aus 
345 mg (1,27 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 446 mg (1,27mol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-hPro-OH in 5 mL DMF.  
 
Ausbeute: 182 mg (0,41 mmol; 32,3 % der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 17,8 min (Start 




5.3.12 Bausteine des Typs R-Sulfonyl-P3-OH  
Mes-D-hPhe-OH (234)  
 
 
88 mg (0,49 mmol) H-D-hPhe-OH wurden in 5 mL ACN und 3 mL H2O gelöst und nach Zugabe 
von 256 µL (1,47 mmol, 3 Äquiv.) DIPEA unter Eiskühlung des Ansatzes mit 76 µL (0,98 mmol, 
2.00 Äquiv) Mesylchlorid, gelöst in 4 mL ACN, über 15 min portionsweise versetzt. Im Verlauf 
der Reaktion wurde der Ansatz durch weitere Zugabe von DIPEA bei pH 8-9 konstant 
gehalten. Nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der 
Ansatz i.V. eingeengt, der ölige Rückstand in Ethylacetat aufgenommen und 3 × sauer sowie 
3 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und i.V. 
eingeengt. 
 
Ausbeute: 62  mg (0,24 mmol; 48,9 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 17,6 min (Start bei 
20 % LM B). 
 




61 mg (0,34 mmol) H-D-hPhe-OH wurden in 3 mL ACN und 3 mL H2O gelöst und nach Zugabe 
von 177 µL (1,02 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA unter Eiskühlung mit 107 mg Butylsulfonylchlorid 
(0,68 mmol, 2.00 Äquiv., gelöst in 3 mL ACN) über 15 min portionsweise versetzt. Die 
weiteren Schritte erfolgten analog zur Darstellung der Verbindung 234. 
 
Ausbeute:  53 mg (0,18 mmol; 52,9 % der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 29,6 (Start bei 
20 % LM B). 
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Mes-D-Arg(Pbf)-OH (120)  
 
 
3,15 g (7,39 mmol) H-D-Arg(Pbf)-OH wurden in 45 mL ACN und 45 mL H2O gelöst und nach 
Zugabe von 3,86 mL (22,17 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA unter Eiskühlung mit 1,71 mL MesCl 
(22,17 mmol, 3.00 Äquiv.) über 15 min portionsweise versetzt. Die weiteren Schritte 
erfolgten analog zur Darstellung der Verbindung 234. 
 
Ausbeute:  2,01 g (3,98 mmol; 53,9 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 23,3 min (Start bei 
20 % LM B). 
 




309 mg (1,45 mmol) H-D/L-hPhe(4-Cl)-OH (78) wurden in 10 mL getrocknetem ACN und 5 mL 
H2O suspendiert und unter Eiskühlung portionsweise mit 505 µl (2,90 mmol; 2.00 Äquiv.) 
DIPEA und 553 µg (2,90 mmol, 2.00 Äquiv.) Benzylsulfonylchlorid versetzt und der Ansatz bei 
RT gerührt. Im Verlaufe der Reaktion wurde der pH-Wert durch weitere Zugabe von DIPEA 
auf 8-9 konstant gehalten. Anschließend wurde das LM i.V. eingeengt, der Rückstand in einer 
Mischung aus EtOAc und 5 % KHSO4-Lösung aufgenommen und 2 × sauer und 3 × neutral 
gewaschen, die organische Phase über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute: 178 mg  (0,48 mmol; 33,1 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 24,9 min 
(Start bei 30 % LM B). 
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Die Synthese der Zielverbindung 236 erfolgte analog der Vorschrift für Intermediat 235, 
ausgehend von 418 mg (1,96 mmol) H-D/L-hPhe(3-Cl)-OH (79).  
 
Ausbeute: 185 mg (0,50 mmol; 25,5 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 23,8 min 
(Start bei 30 % LM B). 
 




887 mg (4,92 mmol) H-d-Homophenylalanin wurden in 10 mL getrocknetem DCM 
suspendiert und mit 1,38 mL (10,82 mmol, 2.20 Äquiv.) Trimethylsilylchlorid sowie 1,88 mL 
(10,82 mmol, 2.20 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der Ansatz wurde für 1 h unter Rückfluß gekocht, 
nach wenigen Minuten entstand hierbei eine klare Lösung. Anschließend wurde der Ansatz 
im Eisbad abgekühlt und mit 856 µL (4,92 mmol, 1.00 Äquiv.) DIPEA und 937 mg (4,92 mmol, 
1.00 Äquiv.) Benzylsulfonylchlorid versetzt. Der Ansatz wurde 30 min unter Eiskühlung und 3 
h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. entfernt, der Rückstand mit einer Mischung aus EtOAc 
und H2O aufgenommen und 3 × sauer und 3 × neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet 
und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute: 1,32 g (3,96 mmol; 80,3% der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 26,7 min (Start 
bei 20 % LM B). 
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Die Synthese der Zielverbindung 193 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 445 mg (1,61 mmol) H-D-hTyr-OH × HBr (Iris) in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute: 357 mg (1,02 mmol; 63,4% der Theorie), brauner Feststoff, HPLC 21,8 min (Start 
bei 20 % LM B) 
 




Die Synthese der Zielverbindung 237 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 124 mg (0,69 mmol) H-D-Homophenylalanin und 156 mg (0,69 mmol, 1.00 Äquiv.) 
 4-Chlorbenzylsulfonylchlorid in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  224  mg (0,61 mmol; 88,4 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 23,5 min (Start 









Die Synthese der Zielverbindung 238 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 113 mg (0,63 mmol) H-D-Homophenylalanin und 136 mg (0,63 mmol, 1.00 Äquiv.) 
 4-Cyanobenzylsulfonylchlorid in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  121 m g (0,34 mmol; 53,9 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 17,7 min (Start 
bei 30 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 239 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 125 mg (0,70 mmol) H-D-Homophenylalanin und 124 mg (0,70 mmol, 1.00 Äquiv.) 
Benzolsulfonylchlorid in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  176  mg (0,55 mmol; 78,6 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 17,5 min (Start 









Die Synthese der Zielverbindung 240 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 82 mg (0,46 mmol) H-D-Homophenylalanin 114 mg (0,46 mmol, 1.00 Äquiv.) 
4(tAmyl)Benzolsulfonylchlorid in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  151 mg (0,39 mmol; 84,8 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 31,8 min (Start 
bei 30 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 241 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 100 mg (0,56 mmol) H-D-Homophenylalanin und 145 mg (0,56 mmol, 1.00 Äquiv.)  
3,4-Cl2-Benzylsulfonylchlorid in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  125 mg (0,31 mmol; 55,4 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 26,5 min (Start 









Die Synthese der Zielverbindung 242 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 109 mg (0,61 mmol) H-D-Homophenylalanin und 125 mg (0,61 mmol, 1.00 Äquiv.)  
4-Methylbenzylsulfonylchlorid  in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  22 mg (0,06 mmol; 9,8 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 21,8 min (Start bei 
30 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 226 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 163 mg (0,91 mmol) H-D-Homophenylalanin und 180 mg (0,91 mmol, 1.00 Äquiv.) 
Cyclohexylsulfamoylchlorid 225 in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  264 mg (0,78 mmol; 85,7 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 20,7 min (Start 








Die Synthese der Zielverbindung 243 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 367 mg (2,05 mmol) H-D-Homophenylalanin und 415 mg (2,05 mmol, 1.00 Äquiv.) 
Styrolsulfonylchlorid in 10 mL trockenem DCM. 
 
Ausbeute:  639 mg (1,85 mmol; 90,2 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 21,4 min (Start 
bei 30 % LM B). 
 




490 mg (1,41 mmol) Styrolsulfonyl-D-hPhe-OH 243 wurden in 25 mL EtOAc gelöst, mit 50 mg 
10 % Pd/C versetzt und mittels Wasserstoff bei Normaldruck hydriert. Nach nahezu 
vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Ansatz filtriert und das 
LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  372 mg (1,07 mmol; 75,9 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 25,2 min (Start 





5.3.13 Synthese des Bausteines Bzls-d-hPhe-Hyp(Bzl)-OH 
 




165 mg (0,61 mmol) 4R-Hyp(Bzl)-MeO × HCl (Bachem) und 203 mg (0,61 mmol, 1.00 Äquiv.) 
Bzls-D-hPhe-OH (151) wurden in 10 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und 
mit 270 mg BOP (0,61 mmol, 1.00 Äquiv.) und 318 mL (1,83 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA 
versetzt, 15 min unter Eiskühlung und 3 h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. eingeengt, der 
Rückstand in einer Mischung aus EtOAc und 5 % KHSO4 aufgenommen und 3 × sauer, 1 × 
neutral, 3 × basisch und 3 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 
getrocknet, abfiltriert und i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  194 mg (0,35 mmol; 57,3% der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 33,3 min 
(Start bei 30 % LM B) 
 




194 mg (0,35 mmol) Bzls-D-hPhe-Hyp(Bzl)-MeO (245) wurden mit 1,5 mL 1N NaOH und 1,5 
mL Dioxan gelöst. Der Ansatz wurde ca. 2 h bei RT gerührt und anschließend mit einer 
Mischung aus 15 mL EtOAc und 15 mL 5 % KHSO4 aufgenommen. Die organische Phase 




Ausbeute:  162 mg (0,30 mmol; 85,7 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 27,9 min 
(Start bei 30 % LM B). 
 
5.3.14 Bausteine des Typs H-Pro(R)-ABMCB 
 




96 mg (0,35 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 158 mg (0,35 mmol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-4R-Amino-Pro-OH wurden in 5 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C 
gekühlt und mit 155 mg BOP (0,35 mmol, 1.00 Äquiv.) und 122 µL (0,70 mmol, 2.00 Äquiv.) 
DIPEA versetzt, 15 min unter Eiskühlung und 3 h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. eingeengt 
und der ölige Rückstand in ca. 3 mL 10 % Diethylamin in DMF gelöst und 1 h bei RT gerührt. 
Das LM wurde i.V. eingeengt, der Rückstand mit HCOOH auf pH 3 angesäuert und mittels 
präparativer HPLC gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen wurden vereinigt, durch Zugabe 
von H2O auf ca. 20 % ACN verdünnt und lyophilisiert. 
 
Ausbeute: 113 mg (0,19 mmol; 54,3 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 16,9 min (Start 





H-Pro-(4S-Boc-NH)-ABMCB × TFA (248)     
 
 
Die Synthese der Zielverbindung 248 erfolgte analog der Vorschrift für Intermediat 247 aus 
100 mg (0,37 mmol) (2-Boc-Aminomethyl-5-chlor)benzylamin und 167 mg (0,37 mmol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-4S-Amino-Pro-OH in 5 mL DMF. 
 
Ausbeute: 71 mg (0,12 mmol; 32,4 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 17,4 min (Start bei 
30 % LM B) 
5.3.15 Bausteine des Typs P4-P3-Pro(4S-NH2)-OH 
 
Bzls-D-hPhe-Pro(4R-OH)-MeO (179)  
 
 
1,24 g (3,72 mmol) Bzls-d-hPhe-OH (151) und 676 mg (3,72 mmol, 1.00 Äquiv.) 
H-Pro(4R-OH)-MeO × HCl wurden in 10 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt, 
mit 1,64 g BOP (3,72 mmol, 1.00 Äquiv.) und 1,94 mL (11,16 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA 
versetzt, 15 min unter Eiskühlung und 3 h bei RT gerührt. Nach nahezu vollständigem Umsatz 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde das LM i.V. entfernt, der Rückstand mit einer 
Mischung aus EtOAc und 5 % KHSO4 aufgenommen und 3 × sauer, 1 × neutral, 3 × basisch 
sowie 3 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das 




Ausbeute:  1,24 g (2,70 mmol; 72,6 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 19,9 min 
(Start bei 30 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 459,22 (M-H)- . 
 
Bzls-D-hPhe-Pro(4R-OMs)-MeO (180)[201]  
 
 
1,20 g (2,61 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4R-OH)-MeO (179) wurden in 30 mL trockenem DCM 
gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und mit 438 µL (3,13 mmol,; 1.20 Äquiv.) 
Triethylamin und 242 µL (3,13 mmol, 1.20 Äquiv.) Mes-Cl versetzt und bei RT ca. 8 h gerührt 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC). Das LM wurde i.V. entfernt und der Rückstand in EtOAc 
aufgenommen. Die organische Phase wurde 3 × sauer, 1 × neutral, 3 × basisch und 
3 × neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  1,00 g (1,86 mmol; 71,3 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 26,9 min 
(Start bei 30 % LM B) 
 
Bzls-D-hPhe-Pro(4S-N3)-MeO (181)




1,00 g (1,86 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4R-OMs)-MeO (180) wurden in 30 mL DMSO gelöst, mit 
242 mg (3,72 mmol, 2.00 Äquiv.) Natriumazid versetzt und bei einer Badtemperatur von 
90 °C für 3 h gerührt. Nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) 
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wurde der Ansatz mit 50 mL EtOAc versetzt , 3 × neutral gewaschen, über NaSO4 getrocknet 
und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute :  657 mg (1,35 mmol;  72,6% der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 20,9 min 
(Start bei 40 % LM B). 
 
Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-MeO × HCl (182)




655 mg (1,35 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-N3)-MeO (181) wurden in 20 mL MeOH gelöst, mit 
70 mg 10 % Pd/C versetzt und bei Normaldruck mit Wasserstoff über Nacht hydriert. Nach 
nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Ansatz filtriert, 
mit 10 mL 1N HCl versetzt und i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  412 mg (0,83 mmol; 61,5 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 19,9 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 460,15 (M+H)+. 
 




2,97 g (16,35 mmol) H-Pro(4R-OH)-MeO × HCl wurden in 10 mL Dioxan und 10 mL Wasser 
suspendiert und mit 10 mL 1 N NaOH versetzt. Nach Kühlung auf 0 °C wurden 7,14 g (32,70 
mmol, 2.00 Äquiv.) Boc2O hinzugefügt und 3 h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. 
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weitestgehend entfernt, der Rückstand mit 20 mL Wasser und 20 mL EtOAc aufgenommen 
und der pH-Wert der wässrigen Phase unter Eiskühlung mit 5 % KHSO4 auf ca. 2 – 3 
eingestellt. Die organische Phase wurde 2 × sauer und 2 × neutral gewaschen, über Na2SO4 
getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  1,92 g (7,83 mmol; 47,9 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 22,4 min (Start bei 
10 % LM B). 
 





1,82 g (7,42 mmol) Boc-Pro(4R-OH)-MeO (249) wurden in 60 mL trockenem DCM gelöst, der 
Ansatz auf 0 °C gekühlt und mit 2,08 mL (14,84 mmol, 2.00 Äquiv.) Triethylamin und 1,15 mL 
(14,84 mmol, 2.00 Äquiv.) Mes-Cl versetzt. Es wurde ca. 5 h bei RT gerührt und nach nahezu 
vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle per HPLC) das LM i.V. entfernt. Der Rückstand 
wurde in EtOAc aufgenommen und 3 × sauer, 1 × neutral, 3 × basisch und 3 × neutral 
gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  2,13 g (6,59 mmol; 88,8 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 24,9 min 
(Start bei 20 % LM B). 
 









2,00 g (6,19mmol) Boc-Pro(4S-OMs)-MeO (250) wurden in 15 mL DMSO gelöst, mit 805 mg 
(12,38 mmol, 2.00 Äquiv.) Natriumazid versetzt und bei einer Badtemperatur von 90 °C für 3 
h gerührt. Nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der 
Ansatz mit 50 mL EtOAc versetzt, mit H2O und Brine gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und 
i.V. eingeengt.  
 
Ausbeute :  1,43 g (5,29 mmol; 85,4 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 20,4 min 
(Start bei 30 % LM B). 
 
H-Pro(4S-N3)-MeO × TFA (194)




1,07 g (3,96 mmol) Boc-Pro(4S-N3)-MeO (251) wurden mit 4 mL TFA und 12 mL DCM versetzt 
und der Ansatz für 90 min bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. eingeengt, der Rückstand mit 
wenig Methanol gelöst und in 30 mL Diethylether eingetropft. Der ausgefallene Feststoff 
wurde zentrifugiert (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) und das Pellet i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute:  581 mg (2,04 mmol; 51,5 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 14,6 min 
(Start bei 20 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 171,10 (M+H)+. 
 






380 mg (1,09 mmol) Bzls-D-hTyr-OH (193) und 310 mg (1,09 mmol, 1.00 Äquiv.) 
H-Pro(4S-N3)-OMe × TFA (194) wurden in 10 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C 
gekühlt und mit 482 mg BOP (1,09 mmol, 1.00 Äquiv.) sowie 569 µL (3,27 mmol, 3.00 Äquiv.) 
DIPEA versetzt, 15 min unter Eiskühlung und weitere 3 h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. 
eingeengt, der Rückstand in einer Mischung aus EtOAc und 5 % KHSO4 aufgenommen und 3 
× sauer, 1 × neutral, 2 × basisch sowie 3 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde 
über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  445 mg (0,89 mmol; 81,7 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 21,6 min 
(Start bei 30 % LM B). 
 







445 mg (0,89 mmol) Bzls-D-hTyr-Pro(4S-N3)-OMe (195) wurden in 20 mL MeOH gelöst, mit 50 
mg 10 % Pd/C versetzt und mittels Wasserstoff über Nacht hydriert. Der Katalysator wurde 
mittels Filtration filtriert und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  277 mg (0,58 mmol; 66,7 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 13,5 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 





955 mg (5,33 mmol) H-D-Homophenylalanin wurden in 10 mL getrocknetem DCM 
suspendiert, mit 1,49 mL (11,73 mmol, 2.20 Äquiv.) Trimethylsilylchlorid und 2,04 mL (11,73 
mmol, 2.20 Äquiv.) DIPEA versetzt, für 1 h am Rückfluss gekocht, per Eisbad abgekühlt, mit 
927 µl (5,33 mmol, 1.00 Äquiv.) DIPEA und 505 µL (5,33 mmol, 1.00 Äquiv.) 
Ethylsulfonylchlorid versetzt und bei RT gerührt. Nach nahezu vollständigen Umsatz 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Ansatz i.V. eingeengt, mit H2O und EtOAc 
versetzt, 3 × sauer und 3 × neutral gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. 
eingeengt. 
 
Ausbeute: 705 mg (2,60 mmol; 48,7 % der Theorie), brauner Feststoff, HPLC 21,4 min (Start 
bei 20 % LM B) 
 




705 mg (2,60 mmol) Ets-D-hPhe-OH (252) und 472 mg (2,60 mmol, 1.00 Äquiv.) 
H-Pro(4R-OH)-OMe × HCl wurden in 10 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt, 
mit 1,15 g BOP (2,60 mmol, 1.00 Äquiv.) und 905 µL (5,20 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt, 
15 min unter Eiskühlung und 3 h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. eingeengt und der 
Rückstand in einer Mischung aus EtOAc und 5 % KHSO4 aufgenommen. Die organische Phase 
wurde hintereinander 3 × sauer, 1 × neutral, 3 × basisch, 3 × neutral gewaschen, über Na2SO4 
getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  843 mg (2,12 mmol; 81,5 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 19,8 min (Start 









843 g (2,12 mmol) Ets-D-hPhe-Pro(4R-OH)-MeO (253) wurden in 30 mL trockenem DCM 
gelöst, auf 0 °C gekühlt und mit 594 µL (4,24 mmol, 2.00 Äquiv.) Triethylamin sowie 328 µL 
(4,24 mmol, 2.00 Äquiv.) Mes-Cl versetzt. Der Ansatz wurde 8 h bei RT gerührt und 
anschließend das LM i.V. entfernt. Der Rückstand wurde in einer Mischung EtOAc und 5 % 
KHSO4 aufgenommen und anschließend 3 × sauer, 1 × neutral, 3 × basisch und 3 × neutral 
gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  705 mg (1,48 mmol; 69,8 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 27,4 min 







Die Synthese der Zielverbindung 255 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 181 
aus 705 mg (1,48 mmol) Ets-D-hPhe-Pro(4S-OMs)-MeO (254) und 192 mg (2,96 mmol, 2.00 
Äquiv.) Natriumazid in 30 mL DMSO. 
 
Ausbeute :  476 mg (1,12 mmol; 75,7 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 32,1 min 










476 mg (1,12 mmol) Ets-D-hPhe-Pro(4S-N3)-MeO (255) wurden in 20 mL MeOH gelöst, mit 50 
mg 10 % Pd/C versetzt und bei Normaldruck mit Wasserstoff über Nacht hydriert. Nach 
nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Ansatz filtriert 
und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  301 mg (0,76 mmol; 67,9 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 20,9 min (Start 
bei 10 % LM B). 
5.3.16 Bausteine des Typs P4-P3-Pro(4S-NH(R))-OH 
 




101 mg (0,20 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 38 mg (0,20 mmol, 1.00 
Äquiv.) Boc-Ala-OH wurden in 20 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und mit 
88 mg BOP (0,20 mmol, 1.00 Äquiv.) sowie 104 µL (0,60 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. 
Der Ansatz wurde anschließend 15 min unter Eiskühlung und 4 h bei RT gerührt. Das LM 
wurde i.V. entfernt, der Rückstand in einer Mischung aus EtOAc und 5 % KHSO4 
aufgenommen, sowie 3 × sauer, 1 × neutral , 3 × basisch und 3 × neutral gewaschen, über 
Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. eingeengt. Der Rückstand (HPLC 29,1 min, Start bei 30 % 
LM B) wurde mit 1,5 mL Dioxan und 1,5 mL 1N NaOH versetzt und 60 min bei RT gerührt. Der 
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Ansatz wurde in 10 mL EtOAc und 10 mL 5 % KHSO4 gegeben und die organische Phase 2 × 
sauer und 2 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und 
das LM i.V. entfernt. 
 
Ausbeute:  68 mg (0,11 mmol; 55,0 % der Theorie; 0,10 mmol), farbloser Feststoff, HPLC 
24,5 min (Start bei 30 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 183 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 69 mg (0,14 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 30 mg (0,14 mmol, 
1.00 Äquiv.) Boc-Val-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 24,8 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  51 mg (0,08 mmol; 57,1 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC 29,9 min (Start 
bei 30 % LM B). 
 





Die Synthese der Zielverbindung 258 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 86 mg (0,17 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 42 mg (0,17 mmol, 
1.00 Äquiv.) Boc-Leu-OH×H2O in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 27,5 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  77 mg (0,12 mmol; 70,6 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC = 22,6 min 
(Start bei  40 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 259 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 88 mg (0,18 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 42 mg (0,18 
mmol,1.00 Äquiv.) Boc-Ile-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 27,5 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  92 mg (0,14 mmol; 77,8 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC 23,1 min (Start 
bei  40 % LM B). 
 






Die Synthese der Zielverbindung 260 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 74 mg (0,15 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 37 mg (0,15 mmol, 
1.00 Äquiv.) Boc-tButylAla-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 29,9 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  44 mg (0,07 mmol; 46,7 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC ,= 25,1 min 
(Start bei  40 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 261 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 121 mg (0,24 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 56 mg (0,24 mmol, 
1.00 Äquiv.) Boc-Tle-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 27,3 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  123 mg (0,19 mmol; 79,2 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC 23,2 min (Start 









Die Synthese der Zielverbindung 262 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 89 mg (0,18 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 39 mg (0,18 mmol, 
1.00 Äquiv.) Boc-Nva-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 24,9 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  89 mg (0,14 mmol; 77,8 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC 19,9 min (Start 
bei  40 % LM B). 




Die Synthese der Zielverbindung 263 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 179 mg (0,36 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 78 mg (0,36 mmol, 
1.00 Äquiv.) Boc-dVal-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 24,7 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  160 mg (0,25 mmol; 69,4 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC 20,0 min (Start 







Die Synthese der Zielverbindung 264 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 157 
aus 104 mg (0,21 mmol) Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH2)-OMe × HCl (182) und 21 mg (0,21 mmol, 
1.00 Äquiv.) Pivalinsäure in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 19,1 min (Start bei 40 % LM B). 
 
Ausbeute:  107 mg (0,20 mmol; 95,2 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC 15,6 min (Start 
bei  40 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 197 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 124 mg (0,26 mmol) Bzls-D-hTyr-Pro(4S-NH2)-OMe (196) und 56 mg (0,26 mmol, 1.00 
Äquiv.) Boc-Val-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 26,1 min (Start bei 30 % LM B). 
 
Ausbeute:  119 mg (0,18 mmol; 69,2 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 21,6 min (Start 








Die Synthese der Zielverbindung 265 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 257 
aus 302 mg (0,76 mmol) Ets-D-hTyr-Pro(4S-NH2)-MeO (256) und 165 mg (0,76 mmol, 1.00 
Äquiv.) Boc-Val-OH in 10 mL DMF. 
 
HPLC der Esterzwischenstufe = 26,5 min (Start bei 30 % LM B). 
 
Ausbeute:  150 mg (0,25 mmol; 32,8 % der Theorie), farbloser Feststoff, HPLC 22,8 min (Start 
bei  30 % LM B). 
 
5.3.17 Bausteine zur Darstellung eines zyklischen Inhibitors 
 




2,99 g (12,50 mmol) 3-Nitrobenzylsulfonsäure-Natriumsalz wurden mit 17 mL POCl3 
angefeuchtet. Der Ansatz wurde mit 2,89 g (13,88 mmol, 1.11 Äquiv.), PCl5 versetzt und 15 
min unter Eiskühlung und 3 h bei 80 °C Badtemperatur gerührt. Anschließend wurde der 
Ansatz auf Eis gegossen und 30 min kräftig gerührt. Der gebildete Feststoff wurde abgesaugt, 
mit wenig kaltem Wasser gewaschen und i.V. getrocknet. 
 









Die Synthese der Zielverbindung 267 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 151 
aus 1,78 g (9,12 mmol) H-D-Homophenylalanin und 2,15 g (9,12 mmol, 1.00 Äquiv.) 
3-Nitrobenzylsulfonylchlorid (266). 
 
Ausbeute:  2,85 g (7,53 mmol; 82,5% der Theorie), heller Feststoff, HPLC 23,2 min (Start bei 
30 % LM B). 
 




Die Synthese der Zielverbindung 268 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 179 
aus 2,74 g (7,24 mmol) 3-Nitrobzls-D-hPhe-OH (267) und 1,31 g (7,24 mmol, 1.00 Äquiv.) 4R-
Hyp-MeO × HCl in 10 mL DMF. 
 
Ausbeute:  2,92 g (5,78 mmol; 79,7 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 21,6 min (Start bei 










Die Synthese der Zielverbindung 269 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 180 
aus 2,9 g (5,74 mmol) 3-Nitrobzls-D-hPhe-Pro(4-R-OH)-MeO (268) unter Verwendung von 
889 µL (11,48 mmol, 2.00 Äquiv.) Triethylamin und 1,99 mL (11,48 mmol, 2.00 Äquiv.) Mes-







Die Synthese der Zielverbindung 270 erfolgte analog der Vorschrift für das Intermediat 181 
aus 3,00 g (5,14 mmol) 3-NO2-Bzls-D-hPhe-Pro(4S-N3)-MeO (269) und 668 mg (10,28 mmol, 
2.00 Äquiv.) Natriumazid in 30 mL DMSO.  
 
Ausbeute:  2,20 g (4,15 mmol; 80,7 % der Theorie), bräunlicher Feststoff, HPLC 31,2 min 
(Start bei 30 % LM B). 
 











711 mg (1,34 mmol) 3-NO2-Bzls-D-hPhe-Pro(4-S-N3)-MeO (270) wurden in 18 mL THF gelöst. 
Zum auf 0 °C gekühlten Ansatz wurden tropfenweise 331 µL (1,34 mmol, 1.00 Äquiv.) 
Tributylphosphin gegeben. Der Ansatz wurde für 3 h bei RT gerührt und nach nahezu 
vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) i.V. eingeengt. Der Rückstand 
wurde in 15 mL EtOAc aufgenommen, 3 × basisch und 3 × neutral gewaschen und die 
wässrige Phase 2 × mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über 
Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. eingeengt. Der Rückstand wurde mittels präparativer 
HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und 
aus Wasser lyophilisiert. 
 
Ausbeute:  265mg (0,43 mmol; 32,1 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 32,1 min (Start 
bei 10 % LM B) 
MS gefunden m/z: 505,13 (M+H)+. 
 




108 mg (0,17 mmol) 3-NO2-Bzls-D-hPhe-Pro(4-S-NH2)-MeO × TFA (200) wurden in 5 mL DMF 
gelöst und bei RT mit 30 µL (0,17 mmol, 1.00 Äquiv.) DIPEA und 30 µl (0,17 mmol, 1.00 
Äquiv.) Bernsteinsäureanhydrid versetzt. Der Ansatz wurde 2 h bei RT gerührt und 
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anschließend das LM i.V. entfernt. Der Rückstand wurde mit einer Mischung aus EtOAc und 5 
% KHSO4-Lösung aufgenommen, 3 × sauer und 3 × neutral gewaschen, über Na2SO4 
getrocknet und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  95 mg (0,16 mmol; 94,1 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 28,7 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 622,36 (M+NH4)
+. 
 




95 mg (0,16 mmol) 3-NO2-Bzls-D-hPhe-Pro(4-S-Amido(4succ))-MeO (201) wurden in 10 mL 
MeOH gelöst, mit 15 mg 10 % Pd/C versetzt und bei Normaldruck über Nacht mittels 
Wasserstoff hydriert. 
Der Katalysator wurde durch Filtration entfernt und das LM i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  63 mg (0,11 mmol; 68,8 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 23,1 min (Start bei 










63 mg (0,11 mmol) 3-NH2-Bzls-D-hPhe-Pro(4-S-NH(Suc))MeO (202) wurden in 60 mL DMF 
gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und mit 49 mg BOP (0,11 mmol, 1.00 Äquiv.) sowie 
38 µL (0,22 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt, 30 min unter Eiskühlung und über Nacht bei 
RT gerührt. Anschließend wurde das LM i.V. entfernt und der Rückstand in ca. 10 mL einer 
Mischung aus EtOAc und 5 % KHSO4 aufgenommen, sowie 2 × sauer, 1 × neutral, 2 × basisch 
und 2 × neutral gewaschen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das LM 
i.V. entfernt. 
 
Ausbeute:  56 mg (0,10 mmol; 91,0 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC = 20,0 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 579,32 (M+Na)+. 
 
 






56 mg (0,10 mmol) c[3-NH-Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH-CO-(CH2)2-CO)]-MeO (203) wurden in 1 
mL Dioxan gelöst und mit 1 mL 1M NaOH versetzt. Der Ansatz wurde 2 h bei RT gerührt und 
anschließend das LM i.V. entfernt. Der Rückstand wurde zu einer Mischung aus EtOAc und 
5 % KHSO4 gegossen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet und das LM i.V. 
eingeengt. 
 
Ausbeute:  39 mg (0,07 mmol;  70 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 28,1 min (Start bei 
10 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 565,39 (M+Na)+. 
 
5.3.18 Synthese der AMC-Bausteine 
 




585 mg (1,45 mmol) H-Arg-AMC ×2 HCl und 273 mg (1,45 mmol, 1.00 Äquiv.) Boc-Ala-OH 
wurden in 10 mL DMF gelöst und nach Kühlung des Ansatzes auf 0 °C mit 640 mg BOP (1,45 
mmol, 1.00 Äquiv.) und 757 µL (4,35 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Nach fast 
vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Ansatz eingeengt, mit 20 
mL TFA versetzt und 1 h bei RT gerührt. Die Lösung wurde in ausreichend Diethylether (in 50 
mL Falcon-Tubes) eingetropft und das ausgefallene Produkt durch Zentrifugation isoliert. Der 
Überstand wurde abdekantiert, der Feststoff resuspendiert und der Zentrifugationsschritt 
wiederholt. Der erhaltene Feststoff wurde i.V. getrocknet. 
 
Ausbeute: 777  mg (1,23 mmol; 85,8 % der Theorie), weißes Pulver, HPLC  13,0 min (Start bei 









3,01 g (10,06 mmol) Cbz-Phe-OH wurden in 30 mL Pyridin gelöst, mit 1,96 g (11,14 mmol, 
1.11 Äquiv.) Aminomethylcoumarin versetzt, auf -10 °C gekühlt und tropfenweise innerhalb 
von 10 min mit 1,11 mL (12,16 mmol, 1.21 Äquiv.) POCl3, gelöst in 5 mL Pyridin, versetzt. Der 
Ansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und 3h bis zum fast vollständigen Umsatz 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt und anschließend auf Eis gegossen. Das 
aufgetaute Eiswasser wurde 3 × mit EtOAc extrahiert und die organische Phase 3 × basisch 
und 3 × neutral gewaschen sowie über Na2SO4 getrocknet. Das LM wurde i.V. eingeengt. 
 
Ausbeute:  3,16 g (6,92 mmol; 68,9 % der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 22,2 min (Start 
bei 30 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 457,10 (M+H)+. 
 




Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift für Verbindung 272 ausgehend von 2,84 g (6,18 
mmol) Fmoc-Tyr(OtBu)-OH und 1,20 g (6,86 mmol, 1.11 Äquiv.) AMC in 30 mL trockenem 
Pyridin. 
 
Ausbeute:  3,62 g (5,87 mmol; 94,9 % der Theorie), gelblicher Feststoff, HPLC 36,6 min (Start 









1,48 g (3,24 mmol) Z-Phe-AMC wurden in 20 mL 32 % HBr/Eisessig gelöst und für 1 h bei RT 
gerührt. Die Lösung wurde in 80 mL Ether eingetropft und zentrifugiert (ca. 5 min, 4 °C, 5000 
rpm). Nach Abgießen des Überstandes wurde das Pellet resuspendiert und erneut 
zentrifugiert. Der nach erneutem Dekantieren zurückbleibende Feststoff wurde i.V. 
getrocknet. 
 
Ausbeute:  1,04  g (2,58 mmol; 79,6 % der Theorie), heller Feststoff, HPLC 23,5 min (Start bei 
10 % LM B). 
 




775 mg (1,92 mmol) H-Phe-AMC × HBr (274) und 413 mg (1,92 mmol, 1.00 Äquiv.) Boc-Pro-
OH wurden in 10 mL DMF gelöst. Nach Kühlung des Ansatzes auf 0 °C wurden 849 mg BOP 
(1,92 mmol, 1.00 Äquiv.) und 1,00 mL (5,76 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA hinzugefügt. Nach fast 
vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde der Ansatz i.V. eingeengt, 
der Rückstand mit 5 mL TFA versetzt und für 1 h bei RT gerührt. Die Lösung wurde in 40 mL 
Ether eingetropft und der ausgefallene Feststoff durch Zentrifugation (5 min, 4 °C, 5000 rpm) 





Ausbeute:  920 mg (1,72 mmol; 89,6 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 16,4 min (Start 
bei 20 % LM B).  
 




1,52 g (2,46 mmol) Fmoc-Tyr(OtBu)-AMC (273) wurden in 15 mL 10 % Diethylamin in DMF 
gelöst und der Ansatz 1 h bei RT gerührt. Das LM wurde i.V. entfernt und der Rückstand 
vorsichtig unter Eiskühlung mit HCOOH auf pH 3 angesäuert und das Produkt mittels 
präparativer HPLC gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen wurden i.V. teilweise eingeengt 
und das Produkt aus Wasser lyophilisiert. 
 
Ausbeute:  327 mg (0,64 mmol; 26,0 % der Theorie), gelber Feststoff, HPLC 20,9 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 395,12 (M+H)+. 
 




43 mg (0,08 mmol) H-Tyr(tBu)-AMC × TFA (276) und 27 mg (0,08 mmol, 1.00 Äquiv.) Fmoc-
Pro-OH wurden in 5 mL DMF gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekühlt und mit 35 mg BOP 
150 
 
(0,08 mmol, 1.00 Äquiv.) sowie 28 µL (0,16 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt und 15 min 
unter Eiskühlung und 5 h bei RT gerührt (Reaktionskontrolle mittels HPLC). Der eingeengte 
Ansatz wurde in 5 mL 10 % Diethylamin gelöst, 1 h bei RT gerührt und das LM i.V. 
weitestgehend eingeengt. Der Rückstand wurde vorsichtig unter Eiskühlung mit HCOOH auf 
pH 3 angesäuert und das Produkt mittels präparativer HPLC gereinigt. Die produkthaltigen 
Fraktionen wurden vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt aus Wasser 
lyophilisiert. 
 
Ausbeute:  34 mg (0,06 mmol; 75,0% der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 23,3 min (Start bei 
20 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 492,15 (M+H)+. 
 




Die Synthese der Zielverbindung 277 erfolgte analog der Beschreibung für das Intermediat 
121 aus 32 mg (0,06 mmol) H-Tyr(OtBu)-AMC × TFA (276) und 21 mg (0,06 mmol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-Leu-OH in 5 mL DMF. 
 
Ausbeute:  28 mg (0,05 mmol; 83,3 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 26,3 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 









Die Synthese der Zielverbindung 278 erfolgte analog der Beschreibung für das Intermediat 
121 aus 65 mg (0,13 mmol) H-Tyr(OtBu)-AMC × TFA (276) und 46 mg (0,06 mmol, 1.00 
Äquiv.) Fmoc-Tle-OH in 5 mL DMF gelöst. 
 
Ausbeute:  48 mg (0,08 mmol; 61,5 % der Theorie), weißer Feststoff, HPLC 24,9 min (Start 
bei 20 % LM B). 
 




5.4 Synthese der Inhibitoren 
5.4.1 Inhibitoren der Matriptase 
 
5.4.1.1 Synthese der Inhibitoren des Typs H-P3-Ala-Amba 
 
1.00 Äquiv. der Boc-geschützten, racemischen, P3-Aminosäure (ca. 0,1 mmol) wurden in 5 
mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. H-Ala-Amba × 2 HCl (85), 1.00 Äquiv. 
BOP und 2.00 Äquiv. DIPEA versetzt.  
Der Reaktionsansatz wurde bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels 
HPLC) bei RT gerührt und i.V. eingeengt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h 
bei RT gerührt und in ca. 40 mL Ether getropft. Das ausgefallene Rohprodukt wurde durch 
Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert, der Rückstand in ca. 40 mL Diethylether 
resuspendiert und der Ansatz erneut zentrifugiert. Der erhaltene Feststoff mit den beiden 
Diastereomeren wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen 
vereinigt, das Lösemittel i. V. teilweise eingeengt und die beiden Produkte aus Wasser 
lyophilisiert.  
 
Auf diese Weise konnten die beiden Diastereomere voneinander getrennt werden. Die 





Tabelle 35: Übersicht der substratanalogen Inhibitoren mit Alanin als P3-Rest (Start HPLC bei 10 % LM B). 
 
Nr. P3-Aminosäure MS ber. MS gefunden HPLC min 
86 
 
415,18 (M) 416,23 (M+H)+ 16,5 
87 
 
415,18 (M) 416,23 (M+H)+ 20,3 
89 
 
415,18 (M) 416,10 (M+H)+ 18,4 
92 
 
449,14 (M) 450,00 (M+H)+ 23,4 
 93 
 
415,18 (M) 416,11 (M+H)+ 19,5 
95 
 
411,23 (M) 412,17 (M+H)+ 15,8 
98 
 
449,14 (M) 450,03 (M+H)+ 19,0 
99 
 
411,23 (M) 412,24 (M+H)+ 12,8 
101 
 
415,18 (M) 416,17 (M+H)+ 14,7 
103 
 
415,18 (M) 416,13 (M+H)+ 16,0 
109 
 
395,23 (M) 396,19 (M+H)+ 14,6 
 110 
 




5.4.1.2 Synthese der Inhibitoren des Typs H-P3-Pro-Amba 
 
1.00 Äquiv. der Boc-geschützten, racemischen, P3-Aminosäure (ca. 0,1 mmol) wurden in 5 
mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. H-Pro-Amba × 2 HCl (88), 1.00 Äquiv. 
BOP und 2.00 Äquiv. DIPEA versetzt.  
Der Reaktionsansatz wurde bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels 
HPLC) bei RT gerührt und i.V. eingeengt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h 
bei RT gerührt und in ca. 40 mL Ether getropft. Das ausgefallene Rohprodukt wurde durch 
Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert, der Rückstand in ca. 40 mL Diethylether 
resuspendiert und der Ansatz erneut zentrifugiert. Der erhaltene Feststoff mit den beiden 
Diastereomeren wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen 
vereinigt, das Lösemittel i. V. teilweise eingeengt und die beiden Produkte aus Wasser 
lyophilisiert.  
 
Auf diese Weise konnten die beiden Diastereomere voneinander getrennt werden. Die 




Tabelle 36: Übersicht der substratanalogen Inhibitoren mit Prolin als P3-Rest Start HPLC bei 10 % LM B). 
 
Nr. P3-Aminosäure MS ber. MS gefunden HPLC min 
90 
 
441,19 (M) 442,21 (M+H)+ 21,6 
91 
 
441,19 (M) 442,21 (M+H)+ 19,8 
94 
 
475,15 (M) 476,22 (M+H)+ 22,7 
96 
 
437,24 (M) 437,90 (M+H)+ 17,1 
97 
 
441,19 (M) 442,13 (M+H)+ 20,2 
100 
 
441,19 (M) 442,14 (M+H)+ 18,7 
102 
 
437,24 (M) 437,90 (M+H)+ 15,8 
104 
 
475,15 (M) 476,19 (M+H)+ 20,6 
105 
 
441,19 (M) 442,24 (M+H)+ 18,0 
106 
 
441,19 (M) 442,27 (M+H)+ 20,0 
111 
 
421,25 (M) 422,22 (M+H)+ 17,0 
112 
 
421,25 (M) 422,28 (M+H)+ 18,0 
156 
 
5.4.1.3 Synthese substratanaloger Inhibitoren mit P4-Rest 
 
1.00 Äquiv. des jeweiligen P4-D-hPhe-Bausteines (ca. 0,2 mmol) wurde in 5 mL DMF gelöst 
und unter Eiskühlung mit jeweils 1.00 Äquiv. H-Ala-Amba × 2 HCL (85), 1.00 Äquiv. BOP 
sowie 2.00 Äquiv. DIPEA versetzt. Der Ansatz wurde bis zum fast vollständigen Umsatz 
(Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt, das LM i.V. entfernt und der Rückstand 
mittels präparativer HPLC gereinigt. 
Die produkthaltigen Fraktionen wurden vereinigt, das Lösemittel i.V. teilweise eingeengt und 
das Produkt aus Wasser lyophilisiert. Die analytischen Daten der erhaltenen Inhibitoren sind 
in Tabelle 37 zusammengefasst. 
 
Tabelle 37: Analytische Daten der dargestellten Inhibitoren mit P4-Rest. Start HPLC bei 10 % LM B. 
 
 
Nr. P4-P3-Segment MS ber. MS gefunden HPLC min 
113 Butylsulfonyl-D-hPhe 501,24 (M) 502,19 (M+H)+ 29,7 








5.4.1.4 Synthese von H-N(Ethoxycarbonylmethyl)-D-hPhe-Ala-4-Amba 
 




97 mg (0,29 mmol, 1.00 Äquiv.) H-N(Ethoxycarbonylmethyl)-D-hPhe-Ala-OH (116) wurden in 
5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 109 mg (0,29 mmol, 1.00 Äquiv.) H-Amba × 2 TFA, 
128 mg (0,29 mmol , 1.00 Äquiv.) BOP und 151 µL (0,87 mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. 
Der Reaktionsansatz wurde bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels 
HPLC) bei RT gerührt und i.V. eingeengt. Der erhaltene Feststoff wurde mittels präparativer 
HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen vereinigt, das Lösemittel i. V. teilweise 
eingeengt und das Produkt aus Wasser lyophilisiert.  
 
Ausbeute:  52 mg (0,09 mmol; 31,0 % der Theorie), weißes Lyophilisat, HPLC 18,5 min (Start 
bei 10 % LM B). 
 











Der Inhibitor wurde durch eine Kombination aus Festphasenpeptidsynthese an einem 2-
Chlortritylchlorid-Harz und Ankupplung des P1-Restes in Lösung hergestellt. 
 
Harzbeladung 
Zu 155 mg (1.00 Äquiv.) 2-Chlortritylchlorid-Harz (Startbeladung 1,55 mmol/g) in einer 5 mL-
Spritze mit Frittenboden (MultiSynTech, Witten, Deutschland) wurden 77 mg (0,24 mmol, 1 
Äquiv.) Fmoc-Ala-OH × H2O und 167 µL (0,96 mmol, 4.00 Äquiv.) DIPEA, angelöst in 2 mL 
trockenem DCM, gegeben. Die Spritze wurde 2 h bei RT geschüttelt und anschließend 3 × 1 
min mit einer Mischung aus DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1), 3 × 1 min mit DCM und 3 × 1 min 
mit DMF gewaschen. 
 
Nach der Harzbeladung wurden die Aminosäuren Fmoc-Gln(Trt)-OH und Fmoc-Arg(Pbf)-OH 
nach dem in Tabelle 38 gezeigten Schema gekuppelt. 
 
Tabelle 38: Durchführung der SPPS. 
Schritt Aktion Reagenzien Wdh. 
1 Waschen 1 min DMF 2 
2 Fmoc-Abspaltung 5 min 20 % Piperidin in DMF 1 
3 Fmoc-Abspaltung 20 min 20 % Piperidin in DMF 1 
4 Waschen 1 min DMF 1 
5 Kupplung mit 4 Äquiv. Fmoc-
AS und 8 Äquiv. DIPEA, 2 h 
  




Nach Kupplung der letzten Aminosäure und anschließender Fmoc-Abspaltung wurde das 
Harz mit 210 mg (0,96 mmol, 4.00 Äquiv.) Boc2O und 168 µL (0,96 mmol, 4.00 Äquiv.) DIPEA, 
gelöst in 1,5 mL DMF, versetzt und 2 h bei RT geschüttelt. Anschließend wurde das 
geschützte Peptid 3 × 30 min mit 1 % TFA vom Harz abgespalten und die vereinigten 
Abspaltlösungen i.V. eingeengt. Das erhaltene Öl wurde in 5 mL DMF gelöst und unter 
Eiskühlung mit 53 mg (0,24 mmol, 1.00 Äquiv. basierend auf der Ausgangsbeladung des 
Harzes) H-Ala-Amba × 2 HCl, 106 mg BOP (0,24 mmol, 1.00 Äquiv.) und 84 µL (0,48 mmol, 
2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 3 h (Reaktionskontrolle mittels 
HPLC) bei RT gerührt und das LM i.V. eingeengt. 
 
Der Rückstand wurde mit 10 mL TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5 v/v/v) versetzt und 3 h bei RT 
gerührt. Nach nahezu vollständigem Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) wurde die 
Lösung in 40 mL Ether getropft. Das ausgefallene Rohprodukt wurde durch Zentrifugation 
(ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert, der Rückstand in Diethylether resuspendiert und der 
Ansatz erneut zentrifugiert. Der erhaltene Feststoff wurde mittels präparativer HPLC 
gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen vereinigt, das Lösemittel i. V. teilweise eingeengt 
und das Produkt aus Wasser lyophilisiert.  
 
Ausbeute: 41 mg (0,05 mmol; 20,8 % der Theorie), weißes Lyophilisat, HPLC 13,1 min (Start 
bei 1 % LM B). 
 





5.4.2 Synthese der Inhibitoren des Kallikrein 7 
 
5.4.2.1 Synthese der Inhibitoren des Typs Bzls-D-Arg-Pro-P1 
 
1.00 Äquiv. Bzls-D-Arg-Pro-OH × HCl (139) (ca. 0,1 mmol) und 1.00 Äquiv. des jeweiligen P1-
Bausteines wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. BOP und 2 
Äquiv. DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und weitere 3 h 
bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt. Das LM 
wurde i.V. eingeengt, der Rückstand mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen 
Fraktionen vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt lyophilisiert. 
 




Tabelle 39: Analytische Daten der Inhibitoren folgender allgemeiner Struktur, die durch Kupplung von Bzls-d-
Arg-Pro-OH (139) an kommerziell erhältliche oder synthetisierte P1-Reste erhalten wurden. 
 
 
Nr. P1a MS ber.  MS gefunden HPLC minb 
140 
 
582,16 (M) 583,15 (M+H)+ 35,8 
141 
 
544,25 (M) 545,21 (M+H)+ 29,5 
142 
 
532,23 (M) 533,20 (M+H)+ 30,3 
143 
 
578,2 (M) 579,12 (M+H)+ 32,4 
144 
 
514,24 (M) 515,18 (M+H)+ 39,6 
145 
 
528,25 (M) 529,15 (M+H)+ 31,6 
146 
 
557,24 (M) 558,17 (M+H)+ 19,8 
147 
 
564,19 (M) 565,12 (M+H)+ 26,6 
148 
 
554,15 (M) 555,07 (M+H)+ 33,3 
149 
 
529,66 (M) 530,51 (M+H)+ 15,0 
 
a
Die verwendeten P1-Bausteine waren im Arbeitskreis vorhanden oder wurden kommerziell erworben. Die Verwendung 
eigener Synthesen ist als Fußnote beim jeweiligen P1-Rest vermerkt 
b




5.4.2.2 Synthese der Inhibitoren des Typs Bzls-D-hPhe-Pro-P1 
 
Bzls-D-hPhe-Pro-Amb(3-Br) (279)  
 
 
50 mg (0,15 mmol, 1.00 Äquiv.) Bzls-D-hPhe- OH (151) wurden in 5 mL DMF gelöst und unter 
Eiskühlung mit 60 mg (0,15 mmol, 1.00 Äquiv.) H-Pro-3-Brombenzylamin × TFA (227), 66 mg 
(0,15 mmol, 1.00 Äquiv) BOP und 78 µL (0,45mmol, 3.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der 
Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und weitere 3 h bis zum fast vollständigen 
Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt und i.V. eingeengt. Der Rückstand 
wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen vereinigt, das 
Lösungsmittel i.V. eingeengt und lyophilisiert. 
 
Ausbeute:  6 mg (0,01 mmol; 6,7 % der Theorie), braunes Lyophilisat, HPLC 25,6 min (Start 
bei 40 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 598,15 (M+H)+. 
 
Bzls-D-hPhe-Pro-Amb(2,5-Cl2) (280)  
 
 
Die Synthese der Zielverbindung 280 erfolgte analog der Vorschrift für die Verbindung 279 
aus 50 mg (0,15 mmol) Bzls-D-hPhe-OH (151) und 58 mg (0,15 mmol, 1.00 Äquiv.) 




Ausbeute:  26 mg (0,04 mmol; 26,7 % der Theorie), braunes Lyophilisat, HPLC 29,8 min (Start 
bei  40 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 588,05 (M+H)+. 
 
5.4.2.3 Synthese der Inhibitoren des Typs Bzls-D-hPhe-P2-AMCB 
 
1.00 Äquiv. Bzls-D-hPhe-OH  (151) (ca. 0,15 mmol) und 1.00 Äquiv. des jeweiligen P2-ABMCB-
Bausteines wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. BOP und 2.00 
Äquiv. DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und weitere 3 h 
bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt und das 
LM i.V. eingeengt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h bei RT gerührt und die 
Lösung in 40 mL Ether eingetropft. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Zentrifugation 
(ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert, nochmal in ca. 40 mL Ether resuspendiert und erneut 
zentrifugiert. Der Feststoff wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen 
Fraktionen vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt lyophilisiert. 
 






Tabelle 40: Analytische Daten der Inhibitoren folgender Struktur, die durch Kupplung von Bzls-D-hPhe-OH an 
die in der Tabelle angegebenen P2-P1-Segemente und nachfolgende Entschützung erhalten wurden.  
 
 
Nr. P2 P2-P1-Baustein MS ber. MS gefunden HPLC mina 
160 
 
232 572,19 (M) 573,13 (M+H)+ 22,1 
161 
 
248 597,22 (M) 598,21 (M+H)+ 17,9 
162 
 
247 597,22 (M) 598,17 (M+H)+ 17,3 
163 
 
233 596,22 (M) 597,12 (M+H)+ 31,3 
164 
 
230 556,19 (M) 557,16 (M+H)+ 23,7 
165 
 
229 598,24 (M) 599,18 (M+H)+ 31,3 
166 
 
231 542,18 (M) 543,18 (M+H)+ 22,7 
 
a
Start HPLC bei 10 % LM B 
 
161: 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 1,1 ppm (s, 3H) 1,9 ppm (m, 2H), 3,7 ppm (d, J = 4,00 Hz, 2H), 4,0 





5.4.2.4 Synthese der Inhibitoren des Typs Bzls-P3-Pro-AMCB 
 
1.00 Äquiv. H-Pro-ABMCB × Acetat  (152) (ca. 0,1 mmol)  und 1.00 Äquiv. des jeweiligen Bzls-
P3-OH-Bausteines wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. BOP und 
2.00 Äquiv. DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und weitere 
3 h bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt und 
das LM i.v. eingeengt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h bei RT gerührt und 
die Lösung in 40 mL Ether eingetropft. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Zentrifugation 
(ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert, nochmal in ca. 40 mL Ether resuspendiert und erneut 
zentrifugiert. Der Feststoff wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen 
Fraktionen vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt lyophilisiert. 
 
Zur Synthese der Inhibitoren 156 und 157 sowie 155 und 159 wurden die racemischen Bzls-
P3-OH Bausteine Bzls-D/L-hPhe(4-Cl) (235) bzw. Bzls-D/L-hPhe(3-Cl) (236) eingesetzt. Die 
nach Umsetzung mit H-Pro-ABMCB (152) und Schutzgruppenabspaltung erhaltenen 
Diastereomerenpaare konnten mittels präparativer HPLC getrennt werden. 
 




Tabelle 41: Analytische Daten der Inhibitoren mit folgender Struktur, die durch Kupplung der in der Tabelle 
angegebenen P4-P3-Bausteine an H-Pro-ABMCB und nachfolgende Entschützung hergestellt wurden. 
 
 
Nr. P3 P4-P3- 
Bausteinb  






































Start HPLC bei 10 % LM B 
b




5.4.2.5 Synthese der Inhibitoren des Typs P4-D-hPhe-Pro-AMCB 
 
1.00 Äquiv. H-Pro-ABMCB × Acetat  (152) (ca. 0,1 mmol) und 1.00 Äquiv. des jeweiligen P4-D-
hPhe-Bausteines wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. BOP und 
2.00 Äquiv. DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und weitere 
3 h bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt und 
das LM i.V. eingeengt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h bei RT gerührt 
und die Lösung in 40 mL Ether eingetropft. Der ausgefallene Feststoff wurde durch 
Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert, nochmal in ca. 40 mL Ether resuspendiert 
und erneut zentrifugiert. Der Feststoff wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die 
produkthaltigen Fraktionen vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt 
lyophilisiert. 
 




Tabelle 42: Analytische Daten der Inhibitoren folgender Struktur. 
 
 




238 607,20 (M) 608,04 (M+H)+ 26,2 
168 
 
226 589,25 (M) 590,10 (M+H)+ 28,8 
169 
 
244 596,22 (M) 597,39 (M+H)+ 31,8 
170 
 
237 616,17 (M) 617,01 (M+H)+ 31,2 
171 
 
115 548,22 (M) 549,21 (M+H)+ 25,4 
172 
 
252 520,19 (M) 521,21 (M+H)+ 19,8 
173 
 
267 627,19 (M) 628,21 (M+H)+ 26,3 
174 
 
242 596,22 (M) 569,98 (M+H)+ 29,5 
175 
 
234 506,26 (M) 507,13 (M+H)+ 21,5 
176 
 
241 650,13 (M) 653,10 (M+H)+ 21,7 
177 
 
239 568,19 (M) 569,08 (M+H)+ 25,8 
178 
 
243 594,21 (M 595,16 (M+H)+ 29,5 
a











107 mg (0,20 mmol) Bzls-D-hPhe-4R-Hyp(Bzl)-OH (246) und 35 mg (0,20 mmol, 1.00 Äquiv.)  
2,5-Dichlorbenzylamin wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 88 mg BOP 
(0,20 mmol, 1.00 Äquiv) und 70 µL (0,40 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der 
Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und ca. 3 h bei RT gerührt, das LM wurde 
i.V. eingeengt, der Rückstand mit 5 mL TFA versetzt und für 1 h bei RT gerührt. Die Lösung 
wurde in 40 mL Ether eingetropft. Nach Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) des 
ausgefallenen Produktes wurde der Überstand abgegossen, der Feststoff in 40 mL Ether 
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der erhaltene Feststoff wurde mittels präparativer 
HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen vereinigt, das LM i.V. eingeengt, der 
Rückstand in 80 % tert-BuOH gelöst und das Produkt lyophilisiert. 
 
Ausbeute:  5 mg (7,2 × 10-3 mmol; 3,6 % der Theorie), braunes Lyophilisat, HPLC 26,4 min 
(Start bei 50 % LM B). 
 
MS gefunden m/z: 694,18 (M+H)+. 
 
Weitere substituierte Prolin-Derivate 
 
1.00 Äquiv. ABMCB (ca. 0,1 mmol) und 1.00 Äquiv. des jeweiligen P4-P3-P2-Bausteins 
wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. BOP und 2.00 Äquiv. DIPEA 
versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und weitere 3 h bis zum fast 
vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt und das LM i.V. 
eingeengt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h bei RT gerührt und die Lösung 
in 40 mL Ether eingetropft. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Zentrifugation (ca. 5 min, 
4 °C, 5000 rpm) isoliert, nochmal in ca. 40 mL Ether resuspendiert und erneut zentrifugiert. 
170 
 
Der Feststoff wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen 
vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt lyophilisiert. 
 
Die analytischen Daten der dargestellten Inhibitoren sind in Tabelle 43 gezeigt. 
 
Tabelle 43: Analytische Daten der Inhibitoren mit folgender Struktur, die durch Kupplung der in der Tabelle 



































































Start HPLC bei 20 % LM B 
184: 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 0,9 ppm (d, J = 4,00 Hz, 6H), 1,7 ppm (m, 1H), 1,9 ppm (m, 1H), 
2,1 ppm (m, 1H), 3,4 ppm (d, J = 8,00 Hz, 1H), 3,7 ppm (m, 1H), 4,5 ppm (m, 9H), 7,3 ppm (m, 13H), 




5.4.2.7 Synthese des Inhibitors Mes-d-Arg-Pro-AMCB  
 
Mes-D-Arg-Pro-AMCB × TFA (282)  
 
 
47 mg (0,11 mmol) ABMCB wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 56 mg 
(0,11 mmol, 1.00 Äquiv.) Mes-DArg(Pbf)-OH (120), 49 mg BOP (0,11 mmol, 1.00 Äquiv) und 
38 µL (0,22 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter 
Eiskühlung und weitere 3 h bis zum fast vollständigen Umsatz (Reaktionskontrolle mittels 
HPLC) bei RT gerührt und i.V. eingeengt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h 
bei RT gerührt und die Lösung in 40 mL Ether eingetropft. Der ausgefallene Feststoff wurde 
durch Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert, nochmal in ca. 40 mL Ether 
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Feststoff wurde mittels präparativer HPLC 
gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das 
Produkt lyophilisiert. 
 
Ausbeute:  25 mg (0,04 mmol; 36,4 % der Theorie), weißes Lyophilisat, HPLC 13,8 min (Start 
bei  10 % LM B). 
 






5.4.2.8 Synthese eines zyklischen Inhibitors 
 
 




19 mg (0,07 mmol) ABMCB wurden in 5 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 38 mg 
(0,07 mmol, 1.00 Äquiv.) c[3-NH-Bzls-D-hPhe-Pro(4S-NH-CO-(CH2)2-CO)]-OH (204), 31 mg 
BOP (0,07 mmol, 1.00 Äquiv) und 24 µL (0,14 mmol, 2.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der 
Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und weitere 3 h bis zum fast vollständigen 
Umsatz (Reaktionskontrolle mittels HPLC) bei RT gerührt und i.V. eingeengt. Der Rückstand 
wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 1 h bei RT gerührt und die Lösung in 40 mL Ether 
eingetropft. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 
rpm) isoliert, nochmal in ca. 40 mL Ether resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der 
Feststoff wurde mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen Fraktionen 
vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt lyophilisiert. 
 
Ausbeute:  8 mg (0,01 mmol; 14,3 % der Theorie), weißes Lyophilisat, HPLC 20,4 min (Start 
bei  20 % LM B). 
 





5.5 Synthese der Substrate 
 
5.5.1 Synthese der Matriptase-Substrate 
 
5.5.1.1 Mes-D-Arg-Ala-Arg-AMC 




38 mg (0,08 mmol, 1.00 Äquiv.) Mes-D-Arg(Pbf)-OH (120) wurden in 5 mL DMF gelöst und 
unter Eiskühlung mit 50 mg (0,08 mmol, 1.00 Äquiv.) H-Ala-Arg-AMC × 2 TFA (271), 35 mg 
(0,08 mmol, 1.00 Äquiv.) BOP und 56 µL (0,32 mmol, 4.00 Äquiv.) DIPEA versetzt. Der 
Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und 5 h bei RT gerührt (Reaktionskontrolle 
mittels HPLC) und i.V. eingeengt. Der ölige Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt und für 1 
h bei RT gerührt. Die Lösung wurde in 40 mL Ether (im 50 mL Falcon) eingetropft und der 
ausgefallene Feststoff durch Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) isoliert. Der Feststoff 
wurde in 40 mL Ether resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Abgießen des 
Überstandes wurde der Feststoff mittels präparativer HPLC gereinigt, die produkthaltigen 
Fraktionen vereinigt, das Lösemittel i. V. teilweise eingeengt und das Produkt aus Wasser 
lyophilisiert.  
 
Ausbeute:  18 mg (0,02 mmol; 25,0 % der Theorie), weißes Lyophilisat, HPLC 16,4 min (Start 
bei  10 % LM B). 
 





5.5.2 Synthese der  KLK 7-Substrate 
 
5.5.2.1 Substrate des Typs Mes-D-Arg-P2-P1-AMC 
1.00 Äquiv. (ca. 0,1 mmol) Mes-D-Arg(Pbf)-OH (120)  und 1.00 Äquiv. des jeweiligen P2-P1-
AMC-Bausteines wurden in 10 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. BOP und 
2.00 Äquiv. DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und ca. 5h 
bei RT gerührt und das LM i.V. entfernt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 4 h 
bei RT gerührt und mit 40 mL Ether gefällt. Nach Zentrifugation (ca. 5 min, 4 °C, 5000 rpm) 
wurde der Überstand abgegossen, der Feststoff in 40 mL Ether resuspendiert, erneut 
zentrifugiert und der Feststoff mittels präparativer HPLC gereinigt. Die produkthaltigen 
Fraktionen wurden vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt lyophilisiert. 
 
Die analytischen Daten der dargestellten Substrate sind in Tabelle 44 gezeigt. 
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5.5.2.2 Substrate des Typs Bzls-D-Arg-Pro-P1-AMC 
1.00 Äquiv. (ca. 0,1 mmol) Bzls-D-Arg-Pro-OH × HCl (131) und 1.00 Äquiv. des jeweiligen P1-
AMC-Bausteines wurden in 10 mL DMF gelöst und unter Eiskühlung mit 1.00 Äquiv. BOP und 
2.00 Äquiv. DIPEA versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min unter Eiskühlung und ca. 5h 
bei RT gerührt und das LM i.V. entfernt. Der Rückstand wurde mit 5 mL TFA versetzt, für 4 h 
bei RT gerührt und mit 40 mL Ether gefällt. Nach Zentrifugation (ca. 5 min, 4°C, 5000 rpm) 
wurde der Überstand abgegossen, der Feststoff in 40 mL Ether resuspendiert, erneut 
zentrifugiert und der Feststoff mittels präparativer HPLC gereinigt. Die produkthaltigen 
Fraktionen wurden vereinigt, das LM i.V. teilweise eingeengt und das Produkt lyophilisiert. 
 
Dia analytischen Daten der dargestellten Substrate sind in Tabelle 45 gezeigt. 
 
Tabelle 45: Analytische Daten der dargestellten Substrate. 
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